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ADN: ácido desoxirribonucleico. 
ARN: ácido ribonucleico. 
ARNm: ácido ribonucleico mensajero. 
dNTPs: desoxinucleótidos trifosfato. 
EDTA: ácido etilen-di-amino-tetra-acético. 
Hinf I: Haemophilus influenza R, endonucleasa de restricción. 
p/v: peso/volumen. 
PAS: ácido peryódico de Schiff. 
pb: pares de bases. 
rpm: revoluciones por minuto. 
Rsa I: Rhodopseudomonas sphaeroides, endonucleasa de restricción. 
V: voltios. 




















































El cáncer de estómago es el quinto tipo más común de cáncer a nivel mundial, por 
detrás del cáncer de pulmón, el cáncer de mama, el cáncer colorrectal y el cáncer de prós-
tata. Sin embargo, ocupa el tercer puesto entre los tipos tumorales causantes de mayor 
número de muertes, con un 8.8% del total. En 2012, se estimaron un millón de nuevos 
casos diagnosticados de cáncer gástrico, lo que supuso un 6.8% del total de afectados 
por cáncer, de los cuales, aproximadamente un 70% ocurrieron en países en vías de desa-
rrollo. La prevalencia del cáncer gástrico en España es menor, siendo el octavo tipo de 
cáncer más común en ambos sexos, y el sexto en mortalidad (Ferlay et al., 2014). 
 
En la década de los cincuenta, el cáncer de estómago era considerado el tipo tumoral 
más común a nivel mundial; sin embargo, su incidencia ha disminuido a lo largo de los 
últimos años, probablemente debido a mejoras en las condiciones de conservación de los 
alimentos, y cambios en las pautas de consumo, pero también gracias a la erradicación de 
la infección por Helicobacter pylori, o a la disminución del hábito tabáquico (Jemal et al., 
2011; Ferlay et al., 2014). 
   
La incidencia del cáncer gástrico varía en función de la localización geográfica. Las 
áreas de mayor riesgo se encuentran en el este de Europa, algunas zonas de América del 
Sur, y en el este asiático, en países como China o Japón, donde se localizan el 50% de los 
casos a nivel mundial (Crew y Neugut, 2006) (Figura 1.1). Estas variaciones regionales son 
el reflejo de los distintos patrones de comportamiento a nivel de la dieta alimenticia que 
se dan en cada población, y de las diferencias geográficas que se observan en la distribu-
ción de la infección por Helicobacter pylori (Parkin, 2006). Los países que muestran una 
elevada prevalencia de este tipo de infección son coincidentes con los países de mayor 
incidencia de cáncer gástrico, al igual que su erradicación en países desarrollados coinci-
de con una disminución de la incidencia de dicha patología.  
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Esta disminución solo se ob-
serva en el caso de tumores gástri-
cos localizados en el área distal del 
estómago (tumores no localizados 
en el cardias), pero no en el caso 
específico de tumores gástricos de 
localización proximal (tumores 
localizados en el cardias), cuya 
incidencia ha sufrido un incremen-
to durante las últimas décadas, y 
con los que la infección por esta 
bacteria no está asociada (Eslick, 
2006; Carr et al., 2013). 
 
Del mismo modo, se observan diferencias geográficas entre los dos tipos histológi-
cos considerados en cáncer gástrico, teniendo en cuenta la clasificación de Lauren (Lau-
ren, 1965). El denominado cáncer gástrico de tipo intestinal es predominante en las áreas 
de riesgo como el este de Asia, el este de Europa, y América del Sur y Central; mientras 
que el carcinoma gástrico de tipo difuso tiene una distribución más homogénea (Muñoz 
et al., 1968). El índice de prevalencia del cáncer de estómago en los hombres es el doble 
que en las mujeres, llegando incluso a un ratio seis veces mayor en hombres que en mu-
jeres, como en el caso del carcinoma gástrico proximal (Ferlay et al., 2014). 
 
La mortalidad del cáncer de estómago también se ha visto disminuida en las últimas 
décadas en la mayoría de áreas a nivel mundial. Las zonas de mayor riesgo muestran ni-
veles de mortalidad bajos gracias a la implantación de programas de detección precoz 
que se han puesto en marcha en países como Japón, al contrario de lo que sucede en 
zonas de Europa en las que, a pesar de mostrar una menor incidencia, la supervivencia a 
cinco años está en torno al 20%. Estas desigualdades también son atribuidas en parte al 
diferente pronóstico clínico que presentan los tumores gástricos del cardias, cuyo índice 
de supervivencia es menor que el caso de los tumores gástricos de localización distal, y 
que es más prevalente en estas zonas (Verdecchia et al., 2004; Jemal et al., 2011).  
Figura 1.1   
Distribución geográfi-
ca de la incidencia 
(azul) y mortalidad 
(rojo) del cáncer gás-
trico a nivel mundial 
(Ferlay et al., 2014). 
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 1.1.1 PRINCIPALES FACTORES DE RIESGO EN CÁNCER GÁSTRICO. 
 
1.1.1.1 CÁNCER GÁSTRICO ASOCIADO A PROCESOS INFECCIOSOS. 
 
A. Helicobacter pylori. 
 
La presencia en el estómago de una infección debida a la presencia de Helicobacter 
pylori 1 es considerado el mayor factor de riesgo en el desarrollo del cáncer gástrico. Esta 
bacteria fue clasificada como carcinógeno en 1994 por la Organización Mundial de la 
Salud (OMS), y por la Agencia Internacional de Investigación en Cáncer (IARC) (IARC, 
1994). Desde entonces, son numerosos los estudios en los que ha sido establecida como 
causa principal en el desarrollo de la mayoría de tumores gástricos esporádicos, pero no 
como causa única de la carcinogénesis. 
 
La gastritis producida por H. pylori se caracteriza por ser un proceso crónico, que se 
manifiesta en alternancia con episodios agudos de inflamación de la mucosa gástrica. 
Este daño progresivo produce una respuesta inmunológica activa y persistente que, en 
combinación con factores ambientales y variaciones genéticas del propio hospedador, 
conducen a la atrofia de la mucosa, progresión a metaplasia intestinal y displasia y, final-




ción es el principal factor 
conductor hacia el desa-
rrollo de una neoplasia en 
el estómago, se producen 
también otras alteracio-
nes específicas que con-
tribuyen a un marco de cambios moleculares propios de esta asociación (Figura 1.2). Re-
cientemente, se han asociado factores de virulencia presentes en la propia bacteria, como 
cagA (citotoxin associated gene A), vacA (vacuolating citotoxin gene) y dupA (duodenal 
1 Bacteria gram (-) presente en el estómago humano con capacidad de colonizar la mucosa gástrica. Fue asociada con el 
desarrollo de úlceras pépticas y gastritis por primera vez en 1984 por Marshall y Warren, quienes fueron posteriormente 
galardonados con el premio Nobel de Medicina por sus trabajos sobre esta bacteria. 
           Figura 1.2 
Factores implica-
dos en el desarro-
llo del cáncer 
gástrico asociado 
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ulcer promoting gene A) con el riesgo a desarrollar cáncer gástrico en los individuos afec-
tados por H. pylori (Shiota et al., 2013). La infección por H. pylori se asocia principalmente 
con tumores gástricos de tipo intestinal y localización distal, cuyo proceso de desarrollo 
también está relacionado con lesiones precancerosas que incluyen la gastritis crónica y la 
metaplasia intestinal. Sin embargo, la asociación entre la infección por H. pylori y los tu-
mores gástricos de localización proximal no está del todo clara. Los tumores del cardias 
muestran dos orígenes etiológicos distintos, siendo asociados con H. pylori solamente 
aquellos de origen gástrico, pero no los de origen esofágico (Parsonnet et al., 1991; Han-
sen et al., 2007).  
 
B. Virus de Epstein-barr. 
 
El virus de Epstein-barr pertenece a la familia de los herpesvirus y posee cierta activi-
dad oncogénica. Este virus ha sido detectado en enfermedades malignas de origen linfoi-
de o epitelial, como el linfoma de Burkitt o el carcinoma nasofaríngeo. En 1990 fue detec-
tado por primera vez en tumores gástricos, indicando la existencia de una asociación 
entre ambos (Burke et al., 1990). 
 
Los tumores gástricos producidos por el virus de Epstein-barr son proliferaciones a 
partir de una única célula que ha sido infectada de forma persistente con el virus. Éste, 
permanece en estado de latencia expresando los genes virales EBNA1 (Epstein–barr nu-
clear antigen 1), EBER1 y EBER2 (Epstein–barr virus-encoded small RNAs 1 and 2) para su 
mantenimiento, confiriendo a las células infectadas cierta ventaja en la supervivencia. La 
expresión de estos genes está sujeta a regulación epigenética, por lo que los tumores 
gástricos relacionados con el virus de Epstein-barr se asocian frecuentemente con el feno-
tipo metilador de las islas CpG (CIMP).  
 
Los carcinomas gástricos asociados con la infección por el virus de Epstein-barr pre-
sentan una histología de tipo difuso y frecuente infiltración linfoide. Su incidencia se dis-
tribuye a lo largo de todo el mundo, pero los mayores índices se encuentran en países 
como EE.UU. o Alemania (Iizasa et al., 2012). Este tipo de tumores se corresponde con el 
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 1.1.1.2 LA IMPORTANCIA DE LA DIETA. 
 
Como se ha comentado anteriormente, una de las razones de la existencia de una va-
riación de tipo geográfico en la incidencia del cáncer gástrico se debe a la asociación 
entre los hábitos alimenticios de las diferentes partes del mundo y el riesgo de padecer 
cáncer de estómago. Los cambios en los métodos de conservación de alimentos, o el 
aumento del consumo de productos frescos, han sido asociados con la disminución de la 
incidencia del cáncer gástrico que se ha producido en los últimos años. 
 
A. Consumo de sal. 
 
La primera evidencia sobre la sal como factor de riesgo del cáncer de estómago data 
de 1959. Estudios posteriores han confirmado que un consumo elevado de sal aumenta el 
riesgo de padecer cáncer gástrico, pero el mecanismo por el cual la sal contribuye al 
desarrollo del cáncer permanece desconocido. Los métodos de conservación de alimen-
tos basados en la sal, hoy en día han sido reemplazados por la refrigeración, contribuyen-
do de esta forma a la reducción de la incidencia del cáncer de estómago; sin embargo, 
este tipo de prácticas aún son muy comunes en algunos países en vías de desarrollo 
(D'Elia et al., 2012).  
 
B. Alimentación: El equilibrio entre el riesgo y la prevención. 
 
Algunos de los factores de riesgo más importantes en el desarrollo del cáncer gástri-
co están relacionados con la alimentación. El consumo de alimentos como la carne roja o 
la comida picante, y el hábito de cocinar alimentos asados, a la parrilla o ahumados, son 
perjudiciales debido a que contienen compuestos potencialmente carcinogénicos, como 
las nitrosaminas o los benzopirenos (Jakszyn et al., 2012). Por otro lado, una elevada in-
gesta de alimentos como el pescado, las verduras frescas o la fruta ayudan a reducir este 
riesgo (Serafini et al., 2002). Ciertos micronutrientes y minerales como el selenio, el zinc, la 
vitamina E o los carotenoides, también tienen un cierto papel protector frente al cáncer 
de estómago. Por ejemplo, se ha visto que la vitamina C reduce la formación de com-
puestos nitrosos y frena el riesgo de progresión de lesiones preneoplásicas hacia una 
enfermedad invasiva (Jenab et al., 2006; Duell et al., 2013).  
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La guía de nutrición y actividad física para la prevención del cáncer elaborada por la 
American Cancer Society (ACS) en 2012 (Kushi et al., 2012), recomienda el consumo de 
frutas y verduras, la realización de actividad física de forma diaria, y la disminución del 
consumo de carne procesada, sal y alimentos en conserva como pautas a seguir para la 
prevención del cáncer gástrico. 
 
C. Consumo de alcohol. 
 
Los metabolitos generados por el etanol mediante la vía de la alcohol deshidrogena-
sa (ADH), y la aldehído deshidrogenasa (ALDH), tienen efectos tóxicos directos sobre la 
barrera de la mucosa gástrica. En ambos casos, se produce una respuesta inflamatoria 
crónica y un aumento de la absorción de compuestos nitrogenados; sin embargo, la rela-
ción del consumo de alcohol con el desarrollo del cáncer gástrico no parece ser tan evi-
dente. Recientes estudios epidemiológicos no consideran el consumo de alcohol como un 
factor de riesgo independiente en el desarrollo del cáncer gástrico, pero sí en el caso de 
un consumo elevado, o asociado a otros hábitos como el consumo de tabaco (Tramacere 
et al., 2012). 
 
1.1.1.3 HÁBITO TABÁQUICO. 
 
El tabaco es un factor de riesgo muy importante en el desarrollo de varios tipos de 
tumores. En el caso del cáncer de estómago, el consumo de tabaco se ha descrito como 
un factor de riesgo de tipo dosis-dependiente, cuya influencia se ve aumentada en com-
binación con otros factores, como el consumo de alcohol o la intensidad con la que se 
fuma (Sjödahl et al., 2007). Sin embargo, los fumadores pasivos no muestran mayor riesgo 
de desarrollar cáncer gástrico que la población normal (Duan et al., 2009). Aproximada-
mente, el 18% de los tumores gástricos pueden ser atribuidos al consumo de tabaco, y su 
influencia es mayor en el caso de tumores gástricos con una localización próxima al esó-









               8  
 1.1.1.4 CÁNCER GÁSTRICO HEREDITARIO. 
 
Aproximadamente, el 10 - 15% de los tumores gástricos diagnosticados poseen un 
componente familiar hereditario. La presencia de síndromes hereditarios que confieren 
una predisposición al cáncer, como la poliposis adenomatosa familiar (FAP), el cáncer de 
colon hereditario no poliposo (HNPCC), o el síndrome de Peutz-Jeghers, aumentan el 
riesgo de desarrollar cáncer gástrico. El cáncer gástrico difuso hereditario (HDGC) es un 
tipo de tumor causado por mutaciones en la línea germinal de CDH1 (cadherin-1), el gen 
codificante para la proteína de adhesión E-cadherina. Los individuos portadores de esta 
mutación tienen un 70% más de riesgo de desarrollar este tipo de cáncer que los indivi-
duos que no la presentan (Blair et al., 2006). Ocasionalmente, también se ha observado el 
desarrollo de cáncer gástrico en familias con mutaciones en la línea germinal de genes 
como TP53 (tumor protein 53) (conocido como síndrome de Li-Fraumeni), o BRCA2 
(breast cancer type 2) (Barber et al., 2006; Yaghoobi et al., 2010). 
 
1.1.2 CLASIFICACIÓN HISTOLÓGICA DEL CÁNCER GÁSTRICO. 
 
A lo largo de los años se han desarrollado varios sistemas de clasificación para los 
carcinomas gástricos. Teniendo en cuenta las características macroscópicas del tumor, la 
más utilizada es la clasificación de Borrmann, que subdivide los carcinomas gástricos en 
cuatro tipos diferentes: tipo I (poliposo), tipo II (ulcerado), tipo III (ulcerado-infiltrante) y 
tipo IV (infiltrado difuso) (Borrmann, 1927).  
 
Por otro lado, teniendo en cuenta las características microscópicas de los tumores, 
existen muchos sistemas diferentes de clasificación. Algunos de ellos son los desarrolla-
dos por Ming (Ming, 1977), Nakamura (Nakamura et al., 1968), Mulligan (Mulligan, 1972), 
o la clasificación establecida por la Asociación Japonesa de Cáncer Gástrico (JGCA, 2011). 
En cambio, las más usadas en este tipo tumoral son: la clasificación de Lauren, que subdi-
vide los adenocarcinomas gástricos en dos patrones histológicos, difuso e intestinal (Lau-
ren, 1965); y el sistema descrito por la OMS (WHO, 1999), que divide los carcinomas gás-
tricos en 5 subtipos histológicos (adenocarcinoma, papilar, tubular, mucinoso y células en 
forma de anillo). Aproximadamente, el 95% de las neoplasias gástricas malignas de origen 
esporádico se consideran adenocarcinomas, por lo que el sistema de clasificación de Lau-
ren es el más utilizado (Grabsch y Tan, 2013). 
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1.1.2.1 CLASIFICACIÓN DE LAUREN. 
 
Según esta clasificación, los adenocarcinomas gástricos se subdividen en dos tipos 
histológicos principales: el tipo difuso y el tipo intestinal. Ambos subtipos poseen caracte-
rísticas diferentes, tanto morfológicas como clínico-patológicas (Figura 1.3). Aproximada-
mente, un 17% de los tumores gástricos no pueden ser clasificados por este sistema y se 
consideran adenocarcinomas indeterminados, no clasificables, o de tipo mixto, ya que 
poseen características de ambos tipos histológicos (Lauren, 1965; Werner et al., 2001; 
Vauhkonen et al., 2006). 
 
A. Cáncer gástrico de tipo intestinal. 
 
El carcinoma gástrico de tipo intestinal o bien diferenciado es el tipo histológico más 
común y se corresponde con el 50% de los casos. Generalmente se localizan en la zona 
distal del estómago, más próxima al intestino, de cuyas células adquieren cierta morfolo-
gía, ya que las células del epitelio gástrico se desvían de sus vías normales de diferencia-
ción hacia un fenotipo más intestinal. Este tipo de tumores presentan estructuras glandu-
lares bien definidas, buena cohesión célula a célula, y exhiben bordes bien definidos. Su 
crecimiento es de tipo 
superficial, muestran pre-
ferencia por la invasión 
hacia los vasos sanguíneos, 
y desarrollan metástasis 
hacia hígado o pulmones. 
 
B. Cáncer gástrico de tipo difuso. 
 
Los carcinomas gástricos de tipo difuso son tumores pobremente diferenciados. Mi-
croscópicamente, el tumor es una masa de aspecto mucoso, compuesta por células en 
forma de anillo, o bien por pequeñas agrupaciones de células sin apenas formación glan-
dular. Son tumores cuyos bordes presentan un patrón de crecimiento infiltrativo y difuso, 
y se expanden mayoritariamente hacia la pleura o el peritoneo por vía linfática. Represen-
tan el 33% de los tumores gástricos, y se pueden localizar en cualquier parte del estóma-
go, pero especialmente en el cardias.  
Figura 1.3           
Microscopía óptica de 
dos tumores gástricos 
de tipo difuso e 
intestinal previa 
tinción con PAS y VG 
(400x). (Vauhkonen et 
al., 2006). 
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 1.1.3 LOCALIZACIÓN ANATÓMICA DEL CÁNCER GÁSTRICO. 
 
De acuerdo con la localización que presente el tumor, los carcinomas de estómago 
pueden subdividirse en tumores proximales, localizados en la zona superior del estóma-
go, denominada cardias; o bien tumores distales, que son aquellos que se encuentran 
localizados en cualquier otra zona del estómago. Ambos subtipos muestran característi-
cas etiológicas y epidemiológicas diferentes.  
 
Hasta hace poco tiempo, los tumores del cardias representaban una pequeña pro-
porción del global de los tumores gástricos; sin embargo, esta tendencia está cambiando. 
Su incidencia, en los últimos años, ha aumentado hasta suponer un 50% de los tumores 
gástricos diagnosticados en países desarrollados, al igual que ha ocurrido con la inciden-
cia de otros tumores localizados en zonas similares, como los tumores de la unión gas-
troesofágica (OGJ), o de la zona distal del esófago (McColl, 2006). 
 
Hay autores que consideran a los carcinomas del cardias como un subtipo particular 
de cáncer gástrico debido a las características que presentan, como la transformación 
hacia un tipo histológico indiferenciado en paralelo a la progresión tumoral, una penetra-
ción de la mucosa gástrica más profunda, metástasis a vasos linfáticos principalmente, y 
peor pronóstico clínico. Todas estas características son indicadoras de un fenotipo tumo-
ral más agresivo que en el caso de los tumores distales (Tajima et al., 2007). Así mismo, 
también se ha visto que las modificaciones genéticas que se observan en este tipo de 
tumores son más parecidas a las observadas en tumores esofágicos, que a las observadas 
en los tumores gástricos de localización distal (El–Rifai et al., 2001). 
 
1.1.4 MECANISMOS MOLECULARES DE LA CARCINOGÉNESIS GÁSTRICA. 
 
El cáncer de estómago es considerado una enfermedad multifactorial, ya que es el 
resultado de la combinación de una serie de factores ambientales, hereditarios, y altera-
ciones genéticas específicas. Las alteraciones, tanto genéticas como epigenéticas, de mul-
titud de oncogenes, genes supresores de tumores, reguladores del ciclo celular, molécu-
las de adhesión y genes de reparación del ADN, están implicadas en el complejo proceso 
de la carcinogénesis gástrica.  
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La combinación particular de todas ellas resulta en la distinción de dos rutas genéti-
cas distintas implicadas en el desarrollo de los tumores gástricos de tipo difuso e intesti-
nal. 
Los cambios secuenciales que se pro-
ducen en la mucosa gástrica como antesala 
al desarrollo de un cáncer invasivo, se co-
nocen como “cascada pre-cancerosa”, y 
fueron descritos por primera vez por Co-
rrea en 1975 (Correa et al., 1975). Este mo-
delo de carcinogénesis describía el progre-
so de la mucosa gástrica hacia un carcino-
ma diferenciado de tipo intestinal, a través 
de una serie de lesiones precursoras. A 
partir de una gastritis crónica, se produce la 
atrofia del epitelio gástrico, el desarrollo de 
metaplasia intestinal y una posterior displa-
sia (Figura 1.4) (Hartgrink et al., 2009). 
 
Más recientemente, Tahara (Tahara, 2004) describió un modelo de carcinogénesis 
gástrica que resume la secuencia de eventos moleculares que se suceden durante el 
desarrollo de los tumores gástricos de tipo difuso e intestinal. En el caso de los carcino-
mas de tipo intestinal, este modelo contempla el anterior modelo de Correa pero intro-
duce, además, otras posibles secuencias que llevan al desarrollo de un tumor: la secuencia 
metaplasia intesti-
nal - adenoma - 
carcinoma (A), la 
secuencia metapla-
sia intestinal - car-
cinoma (B) y una 
ruta de novo (C) 
(Figura 1.5) (Stock y 
Otto, 2005).  
 
 
Figura 1.4          
Secuencia de lesio-
nes gástricas pre-
cancerosas de un 
carcinoma gástrico 
de tipo intestinal. 
(A) Mucosa normal, 
(B) Gastritis crónica, 
(C) Atrofia, (D) 
Metaplasia intesti-
nal, (E) Displasia, (F) 
Carcinoma de tipo 
inestinal. Adaptado 
de (Hartgrink et al., 
2009). 
Figura 1.5          
Proceso secuencial 
de la carcinogé-
nesis en tumores 
gástricos de tipo 
intestinal, por tres 
vías diferentes. 
Adaptado de 
(Stock and Otto, 
2005). 
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 A nivel molecular, la inestabilidad en microsatélites (MSI), las mutaciones en TP53, 
una disminución en la expresión de p27, un aumento en la expresión de ciclina-E, y la 
transcripción del gen c-Met (MET or MNNG HOS transforming gene), están implicados en 
la transición de las lesiones precursoras hacia un fenotipo maligno; mientras que la pre-
sencia de LOH (Loss of Heterozygosity), las mutaciones en APC (Adenomatous polyposis 
coli), una completa pérdida de expresión de p27 y DCC (Deleted in Colorectal Carcinoma), 
la disminución de la expresión del receptor tipo I de TGF-β (Transforming growth factor 
beta), y la amplificación de erbB-2 (human epidermal growth factor receptor 2), son carac-
terísticas de estadios más avanzados de los tumores de tipo intestinal (Figura 1.6).  
 
Respecto a la carcinogénesis de los tumores gástricos de tipo difuso, se han descrito 
alteraciones moleculares implicadas en este proceso, en muchos casos, implicadas tam-
bién en el desarrollo de tumores gástricos de tipo intestinal. Sin embargo, no se cuenta 
con una secuencia equivalente de eventos genéticos. La alteración molecular más fre-
cuentemente asociada a los tumores gástricos de tipo difuso son los defectos en la fun-
ción de E-cadherina. Esta falta de funcionalidad puede ser debida a mutaciones somáti-
cas, a una pérdida de expresión, o bien, por la metilación del promotor del gen codifican-
te para la E-cadherina (CDH1) (Oda et al., 1994). Como ya se ha mencionado anteriormen-
te, individuos con mutaciones en la línea germinal de CDH1 exclusivamente desarrollan 
tumores gástricos de tipo difuso. La pérdida de heterocigosidad en el cromosoma 17p 
(TP53) también está implicada en el desarrollo de este tipo de tumores, mientras que la 
pérdida de expresión de p27, y la amplificación de genes como K-sam y c-Met, intervie-
nen en su progresión (Figura 1.6).  
Figura 1.6          
Modelo secuen-
cial de los meca-
nismos molecula-
res implicados en 
la carcinogénesis 
gástrica.     
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1.1.4.1 MECANISMOS DE INESTABILIDAD GENÓMICA. 
 
La inestabilidad genómica es un evento que tiene lugar en las primeras etapas del 
desarrollo de un carcinoma gástrico (César et al., 2006; Buffart et al., 2007). Actualmente, 
son tres los mecanismos de inestabilidad genómica descritos: la inestabilidad cromosómi-
ca (CIN, chromosomal instability), la inestabilidad en microsatélites (MSI, microsatellite 
instability) y la metilación de las islas CpG (CIMP, CpG island methylator phenotype). Estos 
mecanismos se corresponden con las distintas vías de desarrollo del cáncer gástrico, y no 
son totalmente independientes entre sí, sino que incluso se encuentran solapados en 
algunos casos (Hiyama et al., 2004; Ottini et al., 2006). 
 
A. Inestabilidad cromosómica (CIN). 
 
La inestabilidad cromosómica es el tipo más común de inestabilidad genómica en los 
tumores humanos, y se encuentra presente en el 60% de los tumores gástricos (Choi et 
al., 1998). Este mecanismo se caracteriza por la presencia de aberraciones cromosómicas 
tales como, modificaciones en el contenido de ADN por cambios en el número de copias 
de los cromosomas, un elevado nivel de presencia de pérdidas alélicas (LOH), y delecio-
nes y/o amplificaciones de determinados genes. Estas alteraciones producen la activación 
de oncogenes y la inactivación de genes supresores de tumores, dando lugar a la progre-
sión de un cáncer a través de la conocida como vía supresora. 
 
Los tumores gástricos CIN positivos, se caracterizan por la presencia de frecuentes 
perdidas de heterocigosidad (LOH) en los loci situados en varios cromosomas: 1p, 3p, 4p, 
5q, 7p, 8p, 8q, 9p, 12p, 13q, 17p, 18q, 20q, y 22q, segmentos entre los cuales se incluyen 
genes como TP53 (cromosoma 17), DCC, DPC4 (Deleted in Pancreatic Carcinoma, locus 4), 
SMAD2 (cromosoma 18), APC, MCC (Mutated in Colorectal Cancer) (cromosoma 5) y el 
gen K-ras (cromosoma 12) (Koo et al., 2004; Tamura, 2006). 
 
Por otro lado, también se han definido mutaciones somáticas en genes supresores de 
tumores, como es el caso de p16INK4a, o el ya mencionado TP53, que se encuentra mu-
tado en el 60% de los carcinomas gástricos. Las mutaciones en APC son las segundas más 
frecuentes en este tipo tumoral, y se detectan también en las lesiones precursoras, indi-
cando su papel en la progresión a adenocarcinoma. Asimismo, se ha observado la pérdida 
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 de expresión de genes codificantes para moléculas de adhesión como CDH1 que, como 
ya se ha comentado, se encuentra implicado en el desarrollo del carcinoma gástrico de 
tipo difuso. Oncogenes como c-Met, K-ras, c-erbB2, o K-sam se sobre-expresan en este 
tipo tumoral, al igual que factores de crecimiento de la familia del EGF (epidermal growth 
factor), numerosas citoquinas como TGF (transforming growth factor), IL-1 e IL-8 (interleu-
kin 1 and 8) o inhibidores de la apoptosis como BCL-2 (B-cell CLL/lymphoma 2) (Zheng et 
al., 2004; Jang y Kim, 2011).  
 
B. Inestabilidad en microsatélites (MSI). 
 
La presencia de inestabilidad en microsatélites es una característica comúnmente 
descrita en un porcentaje alto de los adenocarcinomas gástricos. Este tipo de inestabili-
dad genómica es característica de los tumores desarrollados por la vía del fenotipo muta-
dor, y se define como la presencia de errores de replicación, resultantes de la inserción o 
deleción de unidades de repetición en secuencias cortas y repetitivas del ADN, denomi-
nadas secuencias microsatélite. Este tipo de alteración fue descubierta en 1993 asociada 
al cáncer de colon hereditario no poliposo (HNPCC) y, posteriormente, fue asociada a 
otros tipos tumorales, como el cáncer gástrico o el cáncer de endometrio (Aaltonen et al., 
1993; Peltomäki et al., 1993; Thi-
bodeau et al., 1993). En el caso del 
cáncer gástrico, la presencia de 
inestabilidad en microsatélites se 
ha asociado a los tumores de ori-
gen hereditario desarrollados en el 
contexto del síndrome de Lynch, y 
entre el 15 - 50% de los tumores 
gástricos de origen esporádico 
(Simpson et al., 2001). 
 
Los tumores desarrollados por la vía del fenotipo mutador presentan una elevada 
frecuencia de errores de replicación. Esto es debido a la deficiencia o inactivación de uno 
o varios de los genes que forman parte del sistema de reparación de errores de replica-
ción (MMR, Mismatch Repair) (Figura 1.7) como son hMLH1, hMSH2, hMSH6, hMPS1 o 
hPMS2 (Martin y Scharff, 2002).  Este sistema se encarga de la reparación de errores que 
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ocurren de forma natural durante el proceso de replicación del ADN; por lo tanto, el défi-
cit de funcionamiento del mismo se traduce en la presencia de nuevos alelos en el ADN 
del tejido tumoral, que no están presentes en el ADN del tejido no tumoral. Esta inactiva-
ción funcional se produce, bien por mutaciones en los genes hMLH1 y hMSH2, que han 
sido descritas en el 12 - 15% de los tumores gástricos desarrollados por esta vía, o bien, 
por mecanismos de silenciamiento epigenético, como es el caso de la hipermetilación del 
promotor del gen hMLH1 que está presente en el 50% de los casos (Halling et al., 1999; 
Yamamoto et al., 1999b; Bacani et al., 2005). 
 
La inactivación de los genes indicados en el párrafo anterior no constituye, por sí 
misma, un evento suficiente para el desarrollo de un tumor, sino que va seguida de una 
serie de alteraciones genéticas adicionales, generalmente por presencia de mutaciones de 
cambio del marco de lectura que provocan la inactivación de genes implicados en la re-
gulación del ciclo celular y la apoptosis como TGF-β, IGFIIR, TCF4, RIZ, BAX, CASP- 5, FAS, 
BCL10 y APAF1 (Yamamoto et al., 1997b; Iacopetta et al., 1999; Schwartz et al., 1999; 
Yashiro et al., 2010); o bien, de genes implicados en el mantenimiento de la estabilidad 
genómica (hMSH6, hMSH3, MED1, RAD50, BLM, ATR y MRE11) (Ottini, 2004; D’Errico et al., 
2009). Estas alteraciones favorecen la inestabilidad genómica y el desarrollo del tumor 
hacia un fenotipo maligno (Duval y Hamelin, 2002). 
 
C. Metilación de las islas CpG (CIMP). 
 
El silenciamiento epigenético de genes relacionados con el proceso tumorigénico por 
metilación de las islas CpG, es una de las alteraciones genéticas más importantes implica-
das en el desarrollo del cáncer (Baylin, 2005). Este tipo de inestabilidad genómica se ca-
racteriza por un grado anormal de hipermetilación en las islas CpG, localizadas en los 
promotores de genes implicados en el proceso tumorigénico, lo que conlleva a su silen-
ciamiento transcripcional. Esta nueva vía carcinogénica está presente en el 50% de los 
tumores gástricos, y fue asociada a este tipo tumoral por primera vez en 1999 (Toyota et 
al., 1999; Oue et al., 2003). Este tipo de alteraciones constituye un importante mecanismo 
para la génesis del cáncer de estómago, ya que se han detectado en las lesiones que pre-
ceden a un adenocarcinoma gástrico invasivo, y su acumulación se incrementa de forma 
paralela al estadiaje tumoral (Kang et al., 2003; Lee et al., 2004; Oue et al., 2006).  
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 Los tumores CIMP positivos se caracterizan por la presencia de metilación en múlti-
ples genes relacionados con tumores, como APC, CDH1, MLH1, CDKN2A, CDKN2B, y 
RUNX3. La inactivación de genes supresores de tumores, como CDH1 o PTEN, se ha aso-
ciado a una peor supervivencia de los pacientes, e intervalos libre de enfermedad más 
cortos (Kang et al., 2002; Graziano et al., 2004). Sin embargo, tumores con un marcado 
fenotipo metilador se asocian a una mejor supervivencia, por lo que la relación entre esta 
vía y las variables clínicas no está aún bien determinada (An et al., 2005). 
 
 Un caso especial es el del gen hMLH1 que, como se ha comentado anteriormente, se 
encuentra silenciado por hipermetilación de su promotor en el 50% de los tumores gás-
tricos con inestabilidad en microsatélites. Este hecho hace pensar en la asociación entre 
estas dos vías carcinogénicas ya que, tal y como se ha demostrado, el porcentaje de meti-
lación de genes como p16INK4a, CDH1, y el propio hMLH1 es mayor en el caso de tumo-
res que presentan una elevada tasa de inestabilidad en microsatélites. También se ha 
encontrado mayor proporción de tumores CIMP-H (CIMP-high, tumores con metilación 
en más del 50% de los genes analizados) entre los casos que presentan inestabilidad en 
microsatélites, que entre los tumores gástricos sin inestabilidad en microsatélites (Carval-
ho et al., 2003; Kim et al., 2003).  
 
 











Los telómeros son complejos ribonucleoproteicos situados en los extremos de los 
cromosomas, que contienen múltiples repeticiones en tándem de una secuencia corta y 
repetitiva de ADN. Su papel esencial es proteger los extremos de los cromosomas de 
posibles fusiones entre sus extremos, y asegurar la correcta segregación del material ge-
nético durante la división celular. Fueron descubiertos por Herman Müller en 1938, quien 
propuso la existencia de unas estructuras especiales al final de los cromosomas, necesa-
rias para el mantenimiento de su integridad, a las que denominó telómeros (Del griego 
“telos” final y “meros” parte) (Müller, 1938). Más tarde, fue Barbara McClintock quien les 
otorgó la función de proteger a los cromosomas de posibles fusiones entre sus extremos 
por frecuentes roturas producidas durante la mitosis de las células (McClintock, 1941). 
 
1.2.1 ADN TELOMÉRICO. 
 
El ADN telomérico humano está formado por una secuencia corta y repetitiva de nu-
cleótidos, cuya hebra 3´ posee un alto contenido en guanina (también llamada hebra rica 
en guanina). Esta hebra está compuesta por repeticiones 5´TTAGGG, y su hebra comple-
mentaria 5´ o rica en citosina, está 
formada por la repetición 5´CCCTAA 
(Figura 1.8). En el caso de los huma-
nos, los telómeros miden entre 5 - 
15 kilobases (kb), pero tanto la se-
cuencia que los forman, como su 
longitud, varía entre diferentes or-
ganismos (Meyne et al., 1989).  
 
Estructuralmente, los telómeros contienen una región compuesta por ADN de doble 
cadena, que comprende su mayor parte, y una región formada por una hebra simple de 
ADN de aproximadamente 200 nucleótidos de longitud, al final de la hebra rica en guani-
TELÓMEROS Y TELOMERASA 1.2 
Figura 1.8          
Estructura del ADN 
telomérico y forma-
ción del T-loop en 
los extremos de los 
cromosomas.   
Adaptado de (Pinto 
et al., 2011). 
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na (Wright et al., 1997), la cual a su vez forma el extremo 3´ de los cromosomas. Estas 
zonas ricas en guanina interaccionan entre ellas mediante puentes de hidrogeno de Hoo-
gsteen, formando estructuras que se pliegan entre sí, para formar una estructura más 
compleja denominada G-cuadruplex en diferentes conformaciones (Hansel et al., 2011) 
(Figura 1.9). La formación de estas estructuras tiene como función la protección del teló-
mero, evitar fenómenos de recombinación, y la inhibición de la extensión del telómero 
dependiente de telomerasa (Lipps y Rhodes, 2009).  
 
El ADN telomérico, a su vez, se pliega sobre sí mismo formando unas estructuras en 
forma de bucle denominadas T-loops, en las que el extremo saliente de la hebra rica en 
guanina invade la doble cadena de ADN telomérico, formando un segundo bucle de des-
plazamiento en el lugar de invasión, denominado D-loop (Figura 1.8) (Pinto et al., 2011). 
Esta nueva estructura se mantiene estable gracias a la presencia de varias subunidades 
del complejo shelterin, el cual participa incluso en su formación, a través de algunas de 
sus proteínas. La presencia de estos T-loops también protege los extremos de los cromo-
somas de la degradación, o de la acción de los mecanismos de reparación del ADN, así 
como de la acción de telomerasa (Griffith et al., 1999; Lange, 2004). 
 
1.2.2 PROTEINAS DE UNIÓN AL TELÓMERO: SHELTERINS. 
 
Los telómeros están unidos a un complejo multiproteico compuesto por seis proteí-
nas: TRF1, TRF2, TIN2, POT1, RAP1 y TPP1, denominado complejo shelterin (Figura 1.10). 
Juntas, estas seis proteínas tienen un papel fundamental en la protección de los extremos 
de los cromosomas, y en la regulación de la actividad telomerasa (Palm y Lange, 2008). 
 
Las proteínas TRF1 y TRF2 (telomeric repeat binding factors 1 and 2) hibridan directa-
mente con la doble hebra del ADN telomérico, pero de forma independiente entre ellas. 
Figura 1.9                   




das por las secuen-
cias teloméricas. 
Adaptado de   
(Hansel et al., 2011). 
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 En el caso de TRF1, su secuencia C-terminal reconoce específicamente al ADN telo-
mérico, y tras una dimerización en el extremo N-terminal, se une firmemente al telómero. 
Ambas proteínas, actúan como reguladores negativos de la longitud telomérica, pero 
TRF2 participa, además, en la estabilización de la hebra rica en guanina del extremo 3´del 
ADN telomérico, y es imprescindible para la prevención de las fusiones de los extremos 
de los cromosomas (Smith y Lange, 1997; Muñoz et al., 2006). Ambas proteínas impiden 
la acción de la enzima telomerasa sobre el telómero, e inducen la puesta en marcha de las 
rutas de señalización en respuesta al daño en el ADN, ATM (ataxia telangiectasia mutated) 
y ATR (ataxia telangectasia and Rad3 related), cuando la funcionalidad del complejo 
seltherin se encuentra disminuida (Martínez y Blasco, 2010). También se ha descrito un 
cierto papel oncogénico para TRF2, ya que la sobre-expresión de esta proteína, junto con 
deficiencias en la telomerasa, acelera la carcinogénesis epitelial debido a la presencia de 
un alto grado de inestabilidad cromosómica (Blanco et al., 2007).  
 
La proteína de unión al telómero, POT1 (protector of telomeres 1), se une directamen-
te a la hebra 3´ del ADN telomérico y actúa como regulador de la longitud telomérica, 
activando o inhibiendo a telomerasa, dependiendo de la posición que ocupe en el extre-
mo sobresaliente de dicha hebra. Esta proteína contribuye también a la protección del 
telómero, evitando el reconocimiento de dicha hebra por parte de los sistemas de repara-
ción del ADN (Baumann y Price, 2010).  
 
TPP1 (tripeptidyl-peptidase 1 preproprotein) se une a TIN2 y POT1 a través de su do-
minio C-terminal y su dominio central, respectivamente. La unión entre TPP1 y POT1 es 
constante y necesaria, para la localización de POT1 en los telómeros, y para la interacción 
con telomerasa, ya que TTP1 presenta un dominio de unión a esta enzima. Esto sugiere 
un papel en la atracción de telomerasa hacia el final de los cromosomas (Liu et al., 2004; 
Xin et al., 2007). 
Figura 1.10                   
Representación estruc-
tural de las seis 
subunidades que 
conforman el comple-
jo shelterin, en unión al 
ADN telomérico. 
Adaptado de (de 
Lange, 2005). 
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Por su parte, TIN2 (TRF1-interacting nuclear factor 2) se une a las proteínas TRF1 y 
TRF2 a través de dominios independientes y, a su vez, recluta al complejo TPP1-POT1, 
constituyendo así un puente de unión entre diferentes proteínas del complejo shelterin 
(Kim et al., 2004). Su deleción resulta en un disminución de la localización telomérica de 
todos los componentes del complejo, y en un incremento de la respuesta al ADN dañado 
mediada por ATR. TIN2 es el único componente del complejo para el que se han descrito 
mutaciones relacionadas con una enfermedad, la diskeratosis congénita (Yang et al., 
2011). 
 
Finalmente, RAP1 (represor/activator 1) forma un complejo con TRF2, que ayuda a su 
reclutamiento hacia el telómero. Su deleción no tiene un efecto dramático en la longitud 
de los telómeros, sin embargo, actúa evitando fenómenos como la recombinación, y la 
fragilidad del telómero (Li et al., 2000; Sfeir et al., 2010). Además, RAP1 controla la expre-
sión génica (incluyendo el silenciamiento de la región subtelomérica) por unión a locali-
zaciones extra-teloméricas ricas en repeticiones TTAGGG (Martinez et al., 2010). 
 
1.2.2.1 PROTEÍNAS ASOCIADAS AL COMPLEJO SHELTERIN. 
 
Además de todas las proteínas descritas anteriormente, este complejo necesita de la 
interacción transitoria con una serie de factores para ejercer su papel sobre la función 
telomérica (Lange, 2005). Las poli(ADP)-ribosa polimerasas, tankirasa 1 y 2, se unen a la 
proteína telomérica TRF1, a través de una interacción con su dominio N-terminal, provo-
cando una disminución de la afinidad de TRF1 por el ADN telomérico y su posterior de-
gradación, induciendo así la elongación del telómero (Cook et al., 2002). PINX1 
(PIN2/TERF1 interacting telomerase inhibitor 1) interacciona simultáneamente con TRF1 y 
la subunidad catalítica de la enzima telomerasa, proporcionando la unión física de la en-
zima con TRF1 (Zhou y Lu, 2001).  
 
Otros factores se encuentran asociados a la proteína TRF2 y, generalmente, están re-
lacionados con los sistemas de reparación del ADN, o bien con el proceso de replicación. 
Apollo es una nucleasa cuya unión al complejo shelterin es totalmente dependiente de 
TRF2. Esta nucleasa contribuye a la formación de una estructura terminal durante la repli-
cación del ADN, que evita la activación de ATM, y resiste a las uniones de extremos cro-
mosómicos (Sarthy y Baumann, 2010).  
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 El complejo MRN, formado por MRE11, RAD50 y NBS1, tiene un papel esencial en la 
activación de la ruta ATM en respuesta a cierto tipo de daño en el ADN, y también contri-
buye a la formación del extremo 3´ de los telómeros (Deng et al., 2009a). Se ha descrito 
que mutaciones en alguno de los componentes de este complejo generan una disfunción 
telomérica por eliminación de TRF2. La proteína MCPH1 (microcephalin 1) interacciona 
con TRF2, y está implicada en la respuesta al ADN dañado. Además, participa en las rutas 
ATM y ATR reclutando a otros factores como MDC1, NSB1 y RAD1 en las zonas dañadas 
(Mohammad y Yaffe, 2009). 
   
Las proteínas WRN (Werner síndrome RecQ helicase-like), BLM (Bloom síndrome RecQ 
helicase-like), y la endonucleasa FEN1, interaccionan con la proteína del complejo shelte-
rin TRF2. Éstas proteínas se encuentran implicadas en el procesamiento de los telómeros 
durante la fase S del ciclo celular, y una disminución de su actividad provoca la replicación 
incompleta de los telómeros (Opresko et al., 2002; Saharia et al., 2010). El complejo de 
reconocimiento del origen de replicación ORC (origin recognition complex) también es 
esencial para la replicación del ADN, y es reclutado en los telómeros por TRF2.   
 
El heterodímero Ku70/Ku80 participa en los procesos de recombinación no homolo-
ga. La presencia de TRF2, unida al ADN telomérico, y su papel en la formación del T-loop, 
son importantes para proteger los extremos de los cromosomas del reconocimiento del 
complejo Ku (Ribes-Zamora et al., 2013). Otros factores, como las proteínas PNUTS 
(phosphatase nuclear targeting subunit) o el complejo de nucleasas ERCC1-XPF (excision 
repair cross complementing 1 / xeroderma pigmentosum group F) también están implica-
dos en la regulación de la longitud telomérica y en su integridad (Zhu et al., 2003; 
Landsverk et al., 2010). 
 
1.2.3 LA HETEROCROMATINA TELOMÉRICA. 
 
La estructura de la cromatina telomérica está formada por nucleosomas, y cada uno 
de estos nucleosomas está constituido por una secuencia de ADN rodeada de un conjun-
to de histonas que sufren modificaciones específicas (Blasco, 2005) (Figura 1.11). La pre-
sencia de histonas es una marca epigenética característica de la heterocromatina consti-
tutiva, lo que indica la presencia de un nivel superior de control de la longitud y estructu-
ra telomérica (Schoeftner y Blasco, 2009).  
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Al igual que la heterocromatina constitutiva, los telómeros humanos tienen la capa-
cidad de silenciar transcripcionalmente a genes próximos a la región telomérica, a través 
de lo que se conoce como “efecto de posición telomérico” (TPE, telomere position effect) 
(Baur et al., 2001; Koering et al., 2002). Además, las regiones teloméricas y subteloméricas 
presentan tri-metilación de las histonas H3K9 y H4K20, debido a la acción de las metil-
transferasas (HMTasas) SUV39H1 y SUV39H2, en el caso de H3K9, y SUV4-20H1 y SUV4-
20H2, en el caso de H4K20.  
 
Estas regiones también son ricas en HP1 (heterochromatin protein 1) gracias a su afi-
nidad con los residuos H3K9 tri-metilados, que la reclutan hacia el telómero, donde juega 
un papel importante en el mantenimiento de la cromatina en un estado “compacto” (La-
chner et al., 2001; García-Cao et al., 2004). Proteínas de la familia del retinoblastoma (RB1, 
retinoblastoma 1, RBL1 y RBL2, retinoblastoma-like 1 and 2) también participan en la for-
mación de la heterocromatina telomérica, ya que interaccionan con las metiltransferasas 
SUV4-20H1 y SUV4-20H2, manteniendo el estado tri-metilado de la histona H4K20 (Gon-
zalo et al., 2005).  
 
Otra característica propia de la heterocromatina constitutiva es la presencia de meti-
lación en el ADN. Esta marca epigenética es una importante modificación de la cromatina, 
y está implicada en los procesos de regulación transcripcional, en la regulación del acceso 
de factores de unión al ADN, y en el control de las actividades de remodelación de la 
cromatina (Jones y Baylin, 2002). En el caso de los telómeros, no pueden sufrir este tipo 
de modificaciones debido a la falta de islas CpG en la secuencia telomérica, sin embargo, 
las secuencias de las regiones subteloméricas si pueden ser metiladas (Tommerup et al., 
1994; Steinert et al., 2004). La presencia de metilación en esta región actúa como un me-
canismo secundario para reforzar el silenciamiento génico por TPE (Pedram et al., 2006). 
Otro mecanismo de control de la TPE es su regulación a través de las proteínas TRF1 y 
Figura 1.11                   
Modificaciones 
epigenéticas 
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 TIN2, que interaccionan con HP1. Se ha descrito que una sobre-expresión de TRF1 produ-
ce la disminución de TPE (Koering et al., 2002), y aumenta cuando los telómeros son alar-
gados (Baur et al., 2001), pero el mecanismo exacto aún no se conoce. 
 
1.2.3.1 REGULACIÓN EPIGENÉTICA DE LOS TELÓMEROS. 
 
La desorganización de las histonas presentes en la heterocromatina telomérica, así 
como las modificaciones en el ADN de las regiones subteloméricas, se relacionan con una 
pérdida del control de la longitud telomérica (Blasco, 2007). En el caso de la modificación 
de histonas, se ha visto que la falta de las HMTasas SUV39H1 y SUV39H2, o la falta de los 
tres miembros de la familia retinoblastoma (Rb), provocan una disminución de la tri-
metilación de H3K9 y de H4K20, respectivamente. Este evento se acompaña de una elon-
gación aberrante de los telómeros (García-Cao et al., 2002; 2004; Gonzalo et al., 2005), y  
puede producirse por alteraciones en la funcionalidad de los factores reguladores de la 
longitud telomérica, como TRF1, TRF2, y POT1, como consecuencia de los cambios en la 
heterocromatina telomérica (Ancelin et al., 2002; Loayza y Lange, 2003). 
 
Por otro lado, cambios en la metilación del ADN, tanto de forma global como en las 
regiones subteloméricas, son acompañados de un aumento en la longitud telomérica, 
siempre y cuando no se produzca la pérdida de metilación en las histonas. La desmetila-
ción de las regiones subteloméricas en células carentes de ADN metiltransferasas, produ-
ce un incremento de los fenómenos de recombinación homóloga entre secuencias telo-
méricas, y su activación posterior revierte esta situación. Por lo tanto, se ha identificado a 
la metilación del ADN subtelomérico como un posible regulador de los mecanismos de 
mantenimiento de la longitud telomérica en las células, alternativos a telomerasa (Gonza-
lo et al., 2006). 
     
1.2.3.2 ARN TELOMÉRICO (TERRA). 
  
Recientemente, se ha puesto de manifiesto que la hebra rica en citosina de los teló-
meros es transcrita por la ARN polimerasa II, dando como resultado moléculas de ARN no 
codificante que contienen la repetición 5´-UUAGGG-3´, denominados TelRNA/TERRA (te-
lomeric repeat-containing RNA). Esta transcripción ha sido detectada en diferentes orga-
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nismos, demostrando un alto grado de conservación a lo largo de la evolución (Azzalin et 
al., 2007; Schoeftner y Blasco, 2008).  
 
Las moléculas de TERRA se transcriben a partir de las regiones subteloméricas hacia 
el extremo de los cromosomas, finalizando en las repeticiones teloméricas. Son moléculas 
de longitudes muy heterogéneas, que pueden ir desde los 100 nucleótidos hasta las 9 
kilobases (kb). El extremo 5´ se encuentra flanqueado por una 7-metilguanosina (m7G) 
(Porro et al., 2010), y una pequeña fracción del total de moléculas, aproximadamente un 
7%, presenta una cola de poli-A en su extremo 3´ (Azzalin et al., 2007; Schoeftner y Blasco, 
2008). 
 
A. Localización de TERRA en los telómeros. 
 
Las moléculas de TERRA se localizan mayoritariamente en el núcleo, una fracción de 
forma asociada a la cromatina, y otra fracción en el nucleoplasma (Porro et al., 2010). 
Estas moléculas se acumulan en foci en la periferia del núcleo, y se colocalizan en los ex-
tremos de los cromosomas de forma transitoria durante la fase S del ciclo celular.  
 
TERRA se asocia con diferentes proteínas de unión a telómeros, como TRF1 y TRF2, y 
diferentes miembros de la familia de las ribonucleoproteínas hnRNPs (heterogeneous nu-
clear ribonucleoprotein). Estas proteínas influyen en su localización, de forma que las célu-
las que sobre-expresan una proteína mutante de TRF2 muestran una localización difusa 
de TERRA, y la deleción de factores como UPF1, EST1A, o SMG1, causan un aumento de 
su localización en los telómeros. Por lo tanto, TERRA no es un constituyente estable de la 
heterocromatina telomérica (Deng et al., 2009b; López et al., 2010). Su localización en los 
telómeros también parece estar influenciada por la formación de híbridos ADN/ARN, que 
generan estructuras en G-cuádruplex gracias a su alto contenido en guanina en su extre-
mo 3´ (Randall y Griffith, 2009), y que parecen influir en su unión a la proteína TRF2 (Biffi 
et al., 2012). Por lo tanto, la localización de las moléculas de TERRA está estrechamente 
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 B. Regulación de la transcripción de TERRA. 
 
La región promotora de TERRA se ha identificado en las islas CpG presentes en las 
regiones subteloméricas. Estas regiones, albergan una serie de repeticiones conservadas 
de 61, 29 y 37 pares de bases; sin embargo, el promotor específico de TERRA aún no ha 
sido identificado (Nergadze et al., 2009). 
Se han propuesto varios factores que influyen en la regulación transcripcional de TE-
RRA, pero poco se conoce sobre ellos (Figura 1.12) (Deng et al., 2010). CTFC (chromatin 
organization factor) y cohesina hibridan en la región subtelomérica de forma adyacente a 
las islas CpG, participando en su expresión y ayudando a reclutar a la ARN polimerasa II 
hacia el promotor de TERRA (Deng et al., 2012a). Además, algunas modificaciones postra-
duccionales, como la desacetilación de histonas de la heterocromatina telomérica, influ-
yen en la regulación de TERRA, como se ha demostrado en levaduras en las histonas H3 y 
H4 gracias a la enzima desacetilasa Sir2 (Maicher et al., 2012), y en ratones deficientes en 
HMTasas (Schoeftner y Blasco, 2008).  Pero la metilación del ADN de las regiones subte-
loméricas parece tener una mayor influencia en este proceso de regulación. Se ha visto 
que un elevado nivel de metilación en las islas CpG de la región promotora de TERRA en 
varias líneas celulares de origen cancerígeno y en fibroblastos primarios, se correlaciona 
de forma negativa con los niveles de TERRA (Nergadze et al., 2009).  
 
 
Figura 1.12                   
Modelo esquemáti-
co que muestra los 




cripción de TERRA. 
Adaptado de 
(Deng et al., 2010). 
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Estudios más recientes sugieren que la longitud telomérica puede contribuir a la ex-
presión de los niveles de TERRA, pero los resultados son contradictorios. Arnoult et al. 
también han demostrado que un incremento en la densidad de la trimetilación de H3K9, 
y el reclutamiento de la subunidad HP1-α, genera una disminución de los niveles de TE-
RRA de una manera dependiente de la longitud telomérica (Arnoult et al., 2012). Sin em-
bargo, otros estudios demuestran que no existe correlación alguna entre la longitud de 
los telómeros de diferentes líneas tumorales humanas, con cambios en la transcripción de 
TERRA (Smirnova et al., 2013). 
 
C. Funciones de TERRA. 
 
Se han propuesto varias funciones de TERRA en relación al mantenimiento de los 
telómeros gracias a su participación en la formación de la heterocromatina telomérica y 
en la regulación de la actividad telomerasa. Algunos estudios en levaduras sugieren que 
un aumento de los niveles de TERRA provoca el acortamiento telomérico del propio 
telómero en el que se transcribe, independientemente de la actividad telomerasa, pero en 
células de mamíferos no ha sido demostrado (Pfeiffer y Lingner, 2012).   
 
La interacción entre TERRA y telomerasa se identificó por primera vez en células 
HEK293T por inmunoprecipitación de hTERT en un extracto nuclear. Se cree que esta 
unión se produce debido a la afinidad de la secuencia de TERRA con el componente ARN 
de telomerasa (hTER) gracias a su similitud con el ADN telomérico, produciéndose una 
inhibición de tipo competitivo, o bien, por interacción con la subunidad catalítica hTERT, 
induciendo una inhibición alostérica de la enzima (Redon et al., 2010). Sin embargo, la 
evidencia de la participación de TERRA como inhibidor de telomerasa in vivo, no se ha 
podido demostrar todavía. Varios estudios analizan esta asociación, obteniéndose resul-
tados contradictorios. Un análisis en células tumorales telomerasa positivas revela bajos 
niveles de TERRA en comparación a las células normales, pero en otros estudios también 
se demuestra una mayor expresión de TERRA en otros tipos tumorales (Ng et al., 2009; 
Deng et al., 2012b). Un estudio en células de ratón deficientes en DNMT1 y DNMT3b de-
muestra que presentan el mismo nivel de actividad telomerasa aquellas células que ex-
presan niveles altos de TERRA y las que expresan niveles bajos de TERRA. De esta forma, 
se sugiere que los niveles de TERRA no influyen en la actividad telomerasa global de la 
célula (Farnung et al., 2012). 
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 Recientes estudios apuntan hacia un papel de TERRA en la estabilización de la cro-
matina telomérica. TERRA ha sido asociado con diversas proteínas de la heterocromatina, 
tales como H3K9, HP1, y el complejo del origen de replicación ORC, el cual se encarga de 
regular la formación de la heterocromatina en los telómeros. El mecanismo propuesto se 
desarrolla a través de un papel demostrado como puente entre TRF2 y ORC1, estabilizan-
do la unión entre ambas proteínas y promoviendo el reclutamiento de HP1 y H3K9 trime-
tilada hacia los telómeros. Asimismo, se ha propuesto que la deleción de TERRA se corre-
laciona con una pérdida de la unión de H3K9me3 y ORC con los telómeros, y un incre-
mento en la acumulación de TIFs (telomere dysfunction-induced foci), sugiriéndose que 
TERRA facilita la formación de la heterocromatina y el mantenimiento de su estructura 
(Deng et al., 2009b). Por último, TERRA parece preservar la integridad genómica gracias a 
que favorece la unión correcta de POT1 en el extremo de los telómeros tras la replicación 
del ADN (Flynn et al., 2011). 
 
1.2.4 IMPORTANCIA DE LOS TELÓMEROS DURANTE LA REPLICACIÓN. 
 
Los telómeros protegen la integridad estructural de los extremos de los cromosomas, 
de un acortamiento sucesivo resultante de un fallo en la replicación de los extremos de 
las moléculas de ADN lineal, denominado “problema de la replicación terminal” (Watson, 
1972; Olovnikov, 1973). 
 
Durante la replicación del ADN, la síntesis de la cadena conductora es continua. Sin 
embargo, debido a que las ADN polimerasas convencionales son unidireccionales, son 
necesarios primers que proporcionen el extremo 3´ - OH para iniciar la síntesis de la hebra 
retardada. Esta síntesis se produce de manera discontinua, en forma de pequeños frag-
mentos de ADN denominados fragmentos de Okazaki. Una vez completada la síntesis, los 
primers son eliminados y los fragmentos de ADN se unen entre sí, mediante enzimas liga-
sas. La eliminación del primer del extremo 5´ genera una pérdida de material genético 
respecto a la hebra parental. En el caso de la hebra conductora, ésta requiere de la diges-
tión con enzimas exonucleasas para generar el extremo 3´ sobresaliente, necesario para la 
estructura telomérica (Cong et al., 2002). Como resultado, en cada ciclo de replicación el 
cromosoma pierde entre 50-200 pares de bases de ADN telomérico, impidiendo así la 
pérdida de información genética. Esta reducción en la longitud telomérica actúa como un 
“reloj mitótico” que puede monitorizar la historia replicativa de las células. Cuando los 
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telómeros son críticamente acortados, se desencadena una parada permanente del cre-
cimiento, conocida como senescencia replicativa (Muraki et al., 2012).  
 
1.2.5 MECANISMOS DE MANTENIMIENTO TELOMÉRICO. 
 
Para contrarrestar el desgaste gradual de los telómeros que acompaña a la replica-
ción del ADN, las células cancerígenas deben emplear mecanismos compensatorios que 
impidan el acortamiento de sus telómeros. Mientras que, aproximadamente, el 90% de 
los cánceres humanos lo consiguen mediante la reactivación de la enzima telomerasa, el 
10% restante utiliza mecanismos de mantenimiento de la longitud telomérica basados en 
la recombinación homóloga, conocidos como mecanismos ALT (alternative lengthening of 
telomeres) (Bryan et al., 1997). 
 
1.2.5.1 REACTIVACIÓN DE TELOMERASA. 
 
Telomerasa es una enzima formada por un complejo proteína-ácido ribonucleico con 
actividad transcriptasa inversa, que se encarga del mantenimiento de la longitud de los 
telómeros por adición de repeticiones de la secuencia telomérica TTAGGG en los extre-
mos de los cromosomas. Esta enzima fue descubierta por Carol Greider y Elizabeth Black-
burn en 1985 en un extracto nuclear de Tetrahymena, en el que identificaron una particu-
lar actividad enzimática capaz de sintetizar las repeticiones teloméricas TTGGGG de este 
organismo, a la que denominaron telomerasa (Greider y Blackburn, 1985). 
 
La telomerasa está formada por una subunidad catalítica denominada hTERT (telome-
rase reverse transcriptase), un componente ARN conocido como hTER (human telomerase 
RNA) y una serie de proteínas específicas accesorias a telomerasa, que son requeridas 
para su correcto funcionamiento (Zhang et al., 2011; Armanios y Blackburn, 2012) (Figura 
1.13). El componente hTERT es codificado por un gen de copia única situado en el brazo 
corto del cromosoma 5 (5p15.33). Contiene cuatro dominios diferentes, basados en sus 
distintas funciones. El dominio N-terminal es esencial para telomerasa (TEN, essential 
telomerase N-terminal domain ) e interacciona con la hebra simple del ADN telomérico; el 
dominio TRBD (TERT RNA-binding domain) que contiene múltiples dominios para la unión 
de hTER; el dominio transcriptasa reversa (RT, reverse transcriptase domain), responsable 
de la actividad enzimática; y el dominio CTE (C-terminal extension), que participa en nu-
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 merosas interacciones proteína-proteína y regula la localización y la actividad de la enzi-
ma (Zvereva et al., 2010). 
 
Telomerasa mantiene un nivel de actividad enzimática prácticamente indetectable en 
la mayoría de células somáticas, pero sí se encuentra activa en células de la línea germi-
nal, células epiteliales, y células hematopoyéticas, y altamente activa en aproximadamente 
el 90% de las células tumorales (Blasco, 2005; Shay y Wright, 2006). Esta diferente activa-
ción entre los tejidos no tumorales y los tejidos tumorales, se debe a las diferencias de 
expresión del componente enzimático hTERT. Las otras subunidades de telomerasa se 
expresan de forma constitutiva en ambos tejidos (Kyo et al., 1998; Takakura et al., 1998; 
Kyo et al., 1999). Tras la clonación del promotor del gen hTERT, se vio que la actividad 
transcripcional estaba aumentada en células tumorales, y silenciada en las células norma-
les. Además, se identificaron numerosos lugares de unión de factores que regulaban su 
transcripción (Takakura et al., 1999).  
 
Factores de transcripción como Myc, Sp1 (specificity protein 1) y la proteína AP-2 (ac-
tivating protein 2) se comportan como activadores transcripcionales del promotor de 
hTERT. HIF-1 (hipoxia-inducible factor-1), que regula la expresión de varios genes relacio-
nados con la angiogénesis y el metabolismo energético, también se ha visto implicado en 
un aumento de la transcripción de hTERT en casos de hipoxia inducida por un aumento 
de su expresión. Sin embargo, algunos estudios demuestran que HIF-1 disminuye la ex-
presión de genes activados por Myc, incluyendo hTERT. HIF-2 también ha sido relaciona-
do con la regulación del promotor de hTERT, pero los resultados también han sido con-
tradictorios dependiendo del tipo celular (Koshiji et al., 2004; Lou et al., 2007).  
 
Algunas hormonas, especialmente los estrógenos, activan la transcripción de hTERT 
mediante mecanismos postranscripcionales por acumulación de hTERT a través de su 
fosforilación (Kimura et al., 2004), mientras que los andrógenos lo hacen, pero no a través 
del promotor (Guo et al., 2003). El factor de crecimiento epitelial EGF activa el promotor 
de hTERT a través de un sitio de unión en el promotor (Maida et al., 2002). Sin embargo, 
otro factor de crecimiento como es TGF-β, reprime la transcripción de hTERT de forma 
indirecta por la disminución de la expresión de Myc (Li et al., 2006). También se ha visto 
que oncoproteínas como HER2/Neu, Ras, y Raf, activan la expresión de hTERT en células 
normales a través del factor de transcripción ER81 (Goueli y Janknecht, 2004). Otras pro-
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teínas como p53, forman un complejo con Sp1, WT1 (Wilms´ tumor 1), y MZF-2 (myeloid-
specific zinc finger protein-2), que reprime la actividad transcripcional de hTERT mediante 
su unión a sitios específicos del promotor. Todas estos factores son considerados regula-
dores negativos de hTERT, y por lo tanto, dificultan la actividad telomerasa, sobretodo en 
las células normales (Kyo et al., 2008).  
 
La regulación epigenética del promotor de hTERT también ha sido establecida como 
mecanismo para la regulación de su expresión. La modificación de histonas, incluyendo 
tanto la acetilación como la desacetilación, y la metilación de las islas CpG presentes en 
distintas regiones del promotor regulan la estructura de la cromatina y tienen efectos en 
la transcripción del gen hTERT. La inhibición de enzimas HDAC (histone desacetylases) a 
través de Sp1, es el mecanismo responsable del silenciamiento génico de hTERT en célu-
las normales. Sp1 es un potente activador de la transcripción de hTERT, posiblemente por 
su interacción también con factores con actividad acetilasa (HATs, histone acetylases) 
(Cong y Bacchetti, 2000; Dessain et al., 2000).  
 
El componente 
ARN (hTER) de telome-
rasa actúa como molde 
para la adición de la 
secuencia telomérica 
TTAGGG en el extremo 
3´ del ADN telomérico. 
Su transcripción por la 
ARN polimerasa II, y su posterior procesamiento, genera un tránscrito de 451 nucleótidos 
entre los que contiene una secuencia 5´-CUAACCCUAAC-3´ que codifica para las repeti-
ciones teloméricas (Feng et al., 1995). Posee una conservada estructura secundaria con 
cuatro dominios estructurales: un dominio central que incluye la secuencia molde, la caja 
H/ACA situada en el extremo 3´ en la que está incluido el dominio CR7, que forma una 
horquilla de terminación, y las regiones 4 y 5 (CR4/CR5) que forman el centro catalítico de 
la enzima (Chen et al., 2000).  
 
El componente hTER interacciona con hTERT mediante dos contactos independien-
tes, uno a través del dominio central, y otro a través del dominio CR4/CR5 (Chen et al., 
Figura 1.13                   
Representación estruc-
tural del componente 
hTERT y hTER de 
telomerasa y las 
proteínas accesorias. 
Adaptado de      
(Armanios and    
Blackburn, 2012). 
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 2002). Ambos dominios, junto con hTERT, son las subunidades mínimas necesarias para 
reconstituir la actividad telomerasa in vitro (Autexier et al., 1996); sin embargo, in vivo, son 
necesarios una serie de factores accesorios para la funcionalidad completa de la enzima.  
 
El dominio H/ACA es esencial para la estabilidad de hTER. Este dominio forma un 
complejo ribonucleoproteico (H/ACA - RNP) en unión con las proteínas diskerina, NHP2 y 
NOP10 tras lo que se inicia el proceso de biosíntesis de hTER. Este heterotrímero también 
se une a la proteína NAF1, que interacciona con la ARN polimerasa II, promoviendo la 
transcripción de las ribonucleoproteínas (RNP). Tras la maduración de estos complejos, 
NAF1 se intercambia por GAR1 y transforma al complejo en biológicamente funcional 
(Darzacq et al., 2006; Egan y Collins, 2010). Esta región contiene también la presencia de 
un dominio CAB (Cajal body) en la zona identificada como dominio CR7. La composición 
de estos complejos ribonucleoprotéicos los identifica como miembros de la familia de los 
scaRNA (small Cajal body RNAs). La unión de la proteína TCAB1 (telomerase Cajal body 
protein 1) con el dominio CAB se encarga del transporte de TER-H/ACA-RNP, y de la loca-
lización y ensamblaje de telomerasa en el interior de los cuerpos de Cajal (Tycowski et al., 
2009; Venteicher et al., 2009). 
 
Telomerasa se regula también de forma dependiente del ciclo celular, para lo que 
necesita dos helicasas dependientes de ATP, pontina y reptina. Ambas se asocian con 
hTERT y diskerina por separado, reduciendo así la actividad catalítica de la enzima (Ven-
teicher et al., 2008).  
 
A. Mecanismo de acción de telomerasa en los telómeros. 
 
El ciclo catalítico de la telomerasa consiste en una serie de etapas secuenciales, en las 
que una secuencia telomérica se añade al extremo 3´ del ADN telomérico tras la unión de 
telomerasa al mismo. En la primera etapa, telomerasa reconoce y se une al sustrato, el 
extremo de la hebra 3´ del ADN telomérico por complementariedad con su región molde.  
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El dominio CTE, en este caso, se encarga de estabilizar el hibrido ADN/ARN; entonces 
telomerasa transcribe los seis nucleótidos de su secuencia molde a través de la incorpora-
ción de nucleótidos de forma consecutiva al grupo hidroxilo (-OH) libre del extremo 3´ de 
la hebra rica en guanina. En la tercera etapa, tras la adición de la primera repetición telo-
mérica (TTAGGG), sufre una translocación y se realinea para la síntesis de la segunda re-
petición telomérica, o bien, se disocia del sustrato completamente (Figura 1.14) (Sfeir, 
2012; Hukezalie y Wong, 2013). 
 
 El acceso de telomerasa al telómero se encuentra regulado de forma indirecta 
por las proteínas del complejo shelterin. Cuando el complejo TPP1-POT1 se encuentra 
unido al extremo sobresaliente de la hebra conductora, a través de POT1, evita el acceso 
de telomerasa al extremo de los cromosomas. Sin embargo, la proteína TPP1 posee cierta 
afinidad por telomerasa. Ésta, la atrae hacia el telómero, y el complejo es desplazado por 
mecanismos que aún no han sido identificados. De esta forma, telomerasa accede a su 
sustrato y comienza la elongación. Una vez que las nuevas repeticiones teloméricas son 
sintetizadas, se unen al complejo shelterin, y TPP1-POT1 se rehibrida en el extremo sobre-
saliente de la hebra 3´, causando de nuevo la inhibición de telomerasa (Wang et al., 2007). 
 
1.2.5.2 MECANISMOS ALTERNATIVOS DE MANTENIMIENTO TELOMÉRICO. 
 
Algunas células tumorales que no presentan actividad telomerasa son capaces de 
mantener la longitud de sus telómeros. Esto indica la presencia de uno o más mecanis-
mos alternativos de mantenimiento telomérico, que se conocen como mecanismos ALT 
(Bryan et al., 1995).  
 
Figura 1.14                   
Mecanismo de acción 
para la adición de 
repeticiones telomé-
ricas en el extremo 
3´de los telómeros 
mediado por telome-
rasa. Adaptado de 
(Sfeir, 2012). 
 
               34  
 Las células que utilizan este tipo de mecanismos poseen unas características particu-
lares que las diferencian de las células que utilizan telomerasa. Estas células ALT poseen 
una gran heterogeneidad en el tamaño de sus telómeros, incluso dentro de una misma 
célula, con longitudes que van desde límites indetectables hasta longitudes superiores a 
20 kb (Murnane et al., 1994).  
 
Otra característica común a este tipo de células, es la presencia de estructuras nu-
cleares conocidas como APBs (ALT-associated PML bodies). Los APBs se diferencian de 
otros PNBs (PML nuclear bodies) por su contenido, ya que incluye ADN telomérico tanto 
lineal como circular, proteínas del complejo shelterin, y algunas proteínas implicadas en 
los procesos de recombinación y replicación del ADN, como RAD51, RAD52, RPA, el com-
plejo MLL, BLM y WRN (Conomos et al., 2013). 
 
El alargamiento de 
los telómeros en las célu-
las que utilizan estos 
mecanismos, se produce 
por un sistema basado en 
la recombinación homó-
loga (HR, homologous 
recombination). Este sis-
tema consiste en que la 
hebra simple del extremo 
3´ de un telómero invade la doble hebra de ADN de otro telómero y lo usa como molde, 
resultando en un incremento de su longitud (Dunham et al., 2000). Este proceso tiene 
lugar en el interior de los APBs, en los que la sumolación de los componentes del comple-
jo shelterin provoca el reclutamiento o mantenimiento de los telómeros en su interior, 
promoviendo la recombinación (Figura 1.15). El complejo Smc5/6 (structural maintenance 
of chromosomes) y las proteínas HR se asocian con estos cuerpos PML, en la fase G2 del 
ciclo celular, promoviendo también la recombinación homóloga entre los telómeros 
(Henson et al., 2002; Murray y Carr, 2008). 
 
Figura 1.15                   
Mecanismo utilizado 
en las células ALT 
para el mantenimien-
to de la longitud 
telomérica, basado 
en la recombinación 
entre telómeros. 
Adaptado de   
(Murray and Carr, 
2008). 
 







Las células tumorales adquieren ciertas capacidades funcionales durante el desarrollo 
de un cáncer. Son estas características precisamente las que les confieren su particular 
capacidad de proliferación y diseminación a otros órganos, y las que las diferencian del 
resto de células del organismo. Las células cancerígenas presentan una señalización proli-
ferativa sostenida, capacidad de evasión de los mecanismos de muerte celular y de facto-
res supresores del crecimiento, inmortalidad replicativa, y capacidad de inducción de la 
angiogénesis, invasión y metástasis. Todas estas funciones son desarrolladas en distintos 
momentos a lo largo del proceso tumoral, pero su adquisición tiene como base funda-
mental la inestabilidad genómica (Hanahan y Weinberg, 2000; 2011). La disfunción telo-
mérica que se produce en las primeras etapas del proceso tumoral es considerada una de 
las principales fuentes de inestabilidad genómica implicadas en el desarrollo del cáncer 
(Lange, 1995). 
 
Las células somáticas humanas poseen un potencial replicativo limitado, debido al 
progresivo acortamiento que sufre el ADN telomérico en cada ronda de replicación. Los 
telómeros son un fiel reflejo de la capacidad replicativa de las células ya que, como he-
mos visto anteriormente, tras la pérdida de los fragmentos teloméricos en cada ronda de 
replicación alcanzan una longitud crítica que provoca alteraciones en la morfología celular 
y la entrada de la célula en senescencia, un estado permanente de parada del crecimiento 
(Harley et al., 1990; Campisi, 1997). Por lo tanto, se puede decir que la senescencia repli-
cativa es causada por un progresivo acortamiento telomérico, como se demostró tras la 
reintroducción de la subunidad catalítica de telomerasa en células en cultivo, en las que 
se produjo un aumento de su capacidad replicativa tras la adición de las repeticiones 
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La función telomérica se ve debilitada cuando el ADN telomérico es acortado hasta 
una longitud considerada crítica, o bien, cuando las proteínas del complejo shelterin no 
son capaces de llevar a cabo su función, ya sea porque se encuentran alteradas, o bien, 
porque su expresión está disminuida. En ambos casos, los telómeros se consideran dis-
funcionales, y las consecuencias para la célula son similares.  
 
Los telómeros disfuncio-
nales son reconocidos como 
ADN dañado, de igual forma 
que las DSBs (double-strand 
breaks). El complejo MRN 
(MRE11/RAD50/NBS1) reco-
noce el ADN telomérico da-
ñado y provoca la activación 
de las vías de señalización 
ATM (ataxia-telangiectasia 
mutated) y ATR (ataxia-
telangiectasia and Rad3-
related). Una vez activadas, 
estas quinasas fosforilan a 
p53 directamente, o bien, a 
través de los factores CHK1 y CHK2 (checkpoint kinase 1 and 2), que también promueven 
su fosforilación. Estas modificaciones favorecen el desplazamiento de MDM2 (murine 
doublé minute 2) de p53, lo que conduce a su estabilización en la forma activa, y a su 
actuación como activador transcripcional de diferentes vías (Figura 1.16) (Soussi y Béroud, 
2001). Dependiendo del contexto celular en el que se encuentre, p53 es capaz de estimu-
lar la expresión de la proteína p21. Esta proteína se encarga de inhibir la actividad de 
Cdk2-cycE (cyclin-dependent kinase 2 and cyclin E), bloqueando la entrada en fase S del 
ciclo celular, y provocando la entrada en senescencia de la célula. Por otro lado, p21 tam-
bien puede inducir la muerte celular por apoptosis mediante la activación de genes pro-
apoptóticos como BAX (Artandi y Attardi, 2005). 
  
 
Figura 1.16                   
Puesta en marcha 
de las rutas de 
p53 y Rb en res-
puesta a la disfun-
ción telomérica. 
Adaptado de 
(Soussi and Béroud, 
2001; Deng et al., 
2008). 
 
               38  
 Además de la vía p53/p21, la senescencia celular también es mediada por la vía 
p16INK4A/pRb. En respuesta a la disfunción telomérica, se produce la activación de 
p16INK4A que a su vez previene la fosforilación de retinoblastoma (Rb) por parte del 
complejo CDK4. Esto produce la parada del ciclo celular mediante la captación de E2F por 
hipofosforilación de Rb, contribuyendo a la entrada en senescencia de las células, espe-
cialmente en aquellas que pierden la funcionalidad de p53. Ambas vías, a su vez, se en-
cuentran ligadas, ya que la inducción de p21 por parte de p53 puede provocar también la 
activación de Rb por inhibición de su fosforilación (Campisi, 2005; Jacobs y Lange, 2005). 
Cabría esperar, por tanto, que los telómeros disfuncionales se comportaran como inhibi-
dores del progreso tumoral, sin embargo, en las células tumorales el efecto supresor del 
acortamiento telomérico desaparece. En los tumores, alteraciones en alguno de los com-
ponentes que forman parte de las vías reguladoras de la senescencia y la apoptosis, per-
miten a las células sufrir divisiones adicionales (Deng et al., 2008).  
 
Estos telómeros disfuncionales son un sustrato potencial de los mecanismos HR (ho-
mologous recombination), lo que provoca la producción de fusiones entre los extremos de 
los cromosomas y fenómenos de recombinación que, en caso de un mantenimiento de la 
proliferación celular, pueden conducir a aberraciones cromosómicas e inestabilidad ge-
nómica (Mathon y Lloyd, 2001). Por lo tanto, la disfunción telomérica resulta en una ines-
tabilidad cromosómica que, en ausencia de los procesos de senescencia y muerte norma-
les de las células, favorece el desarrollo de un carcinoma (Figura 1.17) (Hande, 2004; Lon-
doño-Vallejo, 2008).  
 
Figura 1.17                   
La longitud telomé-
rica determina el 
portencial replicati-
vo de las células. 
Adaptado de 
(Mathon and Lloyd, 
2001). 
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Además de la inestabilidad genómica provocada por los telómeros disfuncionales, la 
puesta en marcha de los mecanismos de mantenimiento telomérico también juega un 
papel crítico en la tumorigénesis (Shay y Wright, 2005; Deng y Chang, 2007). La progre-
sión de las células en estas condiciones, requiere de la reactivación de la enzima telome-
rasa, o bien, de la puesta en marcha de los mecanismos ALT, con objeto de lograr una 
estabilización de la longitud telomérica. De esta forma, las células tumorales pueden pro-
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Una característica esencial de los tumores malignos es su capacidad para invadir los 
tejidos y generar metástasis. La progresión tumoral es un proceso secuencial en el cual se 
producen múltiples alteraciones en las células. Así, las células proliferan de forma activa y 
adquieren la capacidad de invasión de los tejidos adyacentes al tumor, a través de la per-
dida de adhesiones célula-célula y célula-matriz extracelular, y de la degradación proteolí-
tica de la misma. Esta nueva característica, junto con la formación de nuevos vasos san-
guíneos y linfáticos alrededor del tumor, conocida como angiogénesis, favorece la migra-
ción de las células tumorales hacia otros órganos, produciéndose así la metástasis del 
tumor (Figura 1.18) (Geiger y Peeper, 2009; Wirtz et al., 2011). En el caso del cáncer gástri-
co, la rápida progresión y metástasis de las células tumorales son las responsables del mal 




Las proteasas están implicadas en una gran variedad de procesos biológicos y se 
asocian con multitud de enfermedades, entre ellas el cáncer. En este caso, desempeñan 
un papel fundamental durante la progresión neoplásica, ya que se encuentran implicadas 
en los procesos de degradación de las estructuras tisulares. Estas enzimas facilitan el ac-
ceso de las células tumorales a los sistemas de diseminación vascular y linfático, favore-
ciendo la diseminación del cáncer, gracias a su capacidad de hidrolizar enlaces peptídicos.  
1.4 
PROTEASAS  
EN CÁNCER GÁSTRICO 




cial de la metás-
tasis de un tu-
mor. Adaptado 
de (Wirtz et al., 
2011). 
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Sin embargo, su papel en la progresión del cáncer es más complejo, ya que partici-
pan también en otras etapas del proceso tumoral, como la proliferación, adhesión, migra-
ción, angiogénesis, senescencia, apoptosis y evasión del sistema inmunológico (Lopez-
Otin y Bond, 2008; Quesada et al., 2009).  
 
El degradoma es el conjunto de genes codificantes para proteasas presentes en el 
genoma. En el caso de los humanos se han descrito 570 genes codificantes para protea-
sas que, a su vez, son clasificadas en cinco clases según su mecanismo de catálisis: serin-
proteasas, treoninproteasas, cisteínproteasas, aspartilproteasas y metaloproteasas. Así 
mismo, se pueden agrupar en familias, aun perteneciendo a distintas clases, de acuerdo 
con la secuencia aminoacídica que poseen. De forma análoga, se conoce como degrado-
ma tumoral al conjunto de proteasas producidas por un tumor. Las familias más estudia-
das por su implicación en cáncer son las metaloproteasas y las cisteínproteasas (Quesada 
et al., 2009). 
 




Las metaloproteasas (MMPs, matrix metalloproteinases) son una familia de endopep-
tidasas neutras, dependientes de zinc, capaces de degradar los principales componentes 
de la matriz extracelular incluyendo colágeno, fibronectina, laminina y las glicoproteínas 
de la membrana basal. Las metaloproteasas no sólo son importantes en multitud de pro-
cesos biológicos y fisiológicos, como la embriogénesis, la remodelación de los tejidos, o 
la angiogénesis, sino también en enfermedades como la artritis o el cáncer (Egeblad y 
Werb, 2002).  
 
Existen 23 miembros de la familia de las MMPs en humanos, y se clasifican depen-
diendo de su especificidad de sustrato, similitud de secuencia, y organización estructural 
en seis subfamilias: colagenasas (MMP-1, MMP-8, MMP-13), gelatinasas (MMP-2, MMP-
9), estromelisinas (MMP-3, MMP10), matrilisinas (MMP-7, MMP-26), metaloproteasas tipo 
transmembrana (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-23, MMP-24, MMP-25) y 
otras MMPs (MMP-11, MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-21, MMP-27, MMP-28). Todas 
difieren en su estructura y especificidad de sustrato, pero su acción combinada es capaz 
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 de conducir a la degradación de casi todos los componentes de la matriz extracelular 
(Overall, 2002; Yadav et al., 2014).  
 
Las MMPs poseen una estructura básica formada por un péptido señal, un pro-
péptido, encargado de mantener a la enzima en estado latente hasta su eliminación por 
proteólisis, mediante la que se produce la activación de la enzima, y un dominio catalítico 
carboxi-terminal que se une a la molécula de zinc (Figura 1.19). Sobre esta estructura apa-
recen diversas variantes, como un dominio hemopexina (excepto en la MMP-7), que me-
dia la especificidad del sustrato y la interacción con inhibidores endógenos; y un dominio 
transmembrana en el caso de las MMPs asociadas a la membrana plasmática (MT-MMP, 
membrane type MMP) (Visse y Nagase, 2003). 
 
Los niveles de expresión de las metaloproteasas se encuentran estrictamente regula-
dos a nivel transcripcional, gracias a la acción de citoquinas, factores de crecimiento como 
IL-1 y TGF-β, por interacción con la matriz extracelular, por oncogenes liberados en el 
estroma, por las células infiltradas del sistema inmune, o por las propias células tumora-
les. En cuanto a la regulación de su actividad catalítica, ésta se produce de forma pos-
transcripcional por dos vías diferentes, mediante la regulación de su proceso de activa-
ción, o por inhibidores endógenos de su actividad enzimática. Las metaloproteasas son 
sintetizadas como zimógenos inactivos, y requieren de activación mediante una proteóli-
sis. En casi todos los casos, la activación de las MMPs requiere de la participación de otras 
proteasas del tipo integrinas, las propias MT-MMP, o bien la acción de otras enzimas 
activadoras como convertasas de tipo furina (Yadav et al., 2014).  
 
Como acabamos de comentar, la actividad catalítica de las metaloproteasas también 
es inhibida de forma endógena por unas proteínas relacionadas estructuralmente, cono-
cidas como TIMPs (tissue inhibitors of matrix metalloproteinases). Estos inhibidores se 
encuentras anclados en la membrana extracelular, o son secretados en el espacio extrace-
lular, de modo que se unen a las MMPs de manera no covalente en forma de complejos 
estequiométricos 1:1, e inhiben su acción (Brew et al., 2000). Poseen un dominio N-
terminal, que es el principal inhibidor, debido a su interacción con el dominio catalítico de 
la enzima, y un dominio C-terminal, formado por dos sitios de unión a la enzima. Se han 
descrito cuatro miembros de la familia de los inhibidores de metaloproteasas en huma-
nos y, entre ellos, inhiben la actividad de todas las MMPs, pero no con la misma eficacia. 
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El inhibidor TIMP-1, preferentemente actúa sobre MMP-1, MMP-3, MMP-7 y MMP-9; 
TIMP-2 muestra preferencia por MMP-2; TIMP-3 inhibe a MMP-2 y MMP-9; y TIMP-4 
disminuye la actividad de MMP-2 y MMP-14 (Nagase et al., 2006). Existen otras proteínas 
endógenas que  también funcionan como inhibidores de las metaloproteasas, como RECK 
(revisión-inducing-cystein-rich protein with kazal motifs), TFPI2 (tissue factor pathway-
inhibitor-2), PCPE (procollagen C-proteinase enhancer) o la macroglobulina α2 (Handsley y 
Edwards, 2005). 
 
Los tumores malignos generan estrategias para evadir estos mecanismos de regula-
ción de las metaloproteasas, lo que conduce a una actividad proteolítica incontrolada y, 
por tanto, a la generación de invasión y metástasis. El equilibrio entre la actividad proteo-
lítica y la capacidad inhibitoria de los TIMPs, determinará el potencial proteolítico de los 
tumores. En algunos casos se ha determinado una relación entre la progresión tumoral, y 
un aumento de la expresión de los TIMPs (Lopez-Otin y Bond, 2008). 
 
Existen varios mecanismos por los que las metaloproteasas contribuyen a la progre-
sión tumoral. Algunos miembros de la familia de las metaloproteasas, como MMP-3 y 
MMP-7, liberan al medio precursores de factores de crecimiento como IGFs (insulin-like 
growth factors) y EGFR (epidermal growth factor receptor), promoviendo así la proliferación 
celular (Suzuki et al., 1997; Nakamura et al., 2005). Las metaloproteasas MMP-9, MMP-2 y 
MMP-14 contribuyen a este proceso activando proteolíticamente a la proforma inactiva 
de TGF-β, molécula muy implicada en el proceso tumorigénico (Yu y Stamenkovic, 2000).  
 
Las metaloproteasas contribuyen al proceso angiogénico actuando como regulado-
res, tanto positivos como negativos dependiendo del momento en el que son expresados. 
Estas moléculas favorecen la angiogénesis incrementando la biodisponibilidad de factores 
como VEGF (vascular endothelial growth factor) y bFGF (basic fibroblast growth factor), o 
bien, impiden la formación de nuevos vasos a través de la generación de fragmentos de 
degradación que inhiben este proceso (O'Reilly et al., 1999; Foda y Zucker, 2001; Iozzo et 
al., 2009). Actúan también de forma dual en la apoptosis, y promueven la transición epite-
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 A. ADAMs. 
 
Se ha descrito también una nueva familia de proteasas relacionadas estructuralmente 
con las MMPs, denominadas ADAMs (a disintegrin and metalloproteinase). Esta familia 
está formada por metaloproteasas que tienen a mayores un dominio desintegrina. Son 
proteínas con una estructura muy compleja, que contiene un dominio propeptídico, un 
dominio metaloproteasa, un dominio tipo desintegrina, una zona rica en cisteína, un do-
minio tipo receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF), una región transmembra-
na, y un dominio citoplasmático (Figura 1.19) (Blobel, 2002). Esta familia incluye, a su vez, 
un subgrupo de metaloproteasas con dominio desintegrina, que poseen además un do-
minio trombospondina I (ADAMTS, a disintegrin and metalloproteinase with thrombos-
pondin motifs) en su región C-terminal, pero carecen del dominio transmembrana presen-





cadas en varios pro-
cesos biológicos, 
como la fusión celu-
lar, la adhesión, la 
migración, y el procesamiento proteolítico de otras proteínas transmembrana. Su nivel de 
actividad se encuentra regulado mediante regulación transcripcional, regulación por se-
ñalización celular a través de las vías MAPK y PKC, regulación de su actividad catalítica por 
otras metaloproteasas, y por la acción de inhibidores endógenos como los TIMPs, princi-
palmente de TIMP-3, aunque aún no se conocen bien estos mecanismos (Mochizuki y 
Okada, 2007). Algunas de ellas, especialmente ADAM-10 y ADAM-17, participan en la 
promoción del crecimiento celular, la regulación de factores de crecimiento y la invasión 
celular, mediante la activación de la proforma de factores de crecimiento, receptores y 
proteínas de adhesión implicados en la patogénesis o la progresión del cáncer. Algunas 
ADAMs que son proteolíticamente inactivas, también pueden desempeñar un papel im-
portante en la carcinogénesis (Duffy et al., 2011; Gialeli et al., 2011). 
 
  
Figura 1.19                 
Diferencias 
estructurales 
entre las MMPs 
y las ADAMs. 
Adaptado de 
(Yong et al., 
2001). 
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La familia de las cisteínproteasas engloba a todas aquellas proteasas que presentan 
un residuo de cisteína en su centro catalítico. Estas moléculas están implicadas en impor-
tantes procesos biológicos como la apoptosis, el recambio de proteínas intracelulares, la 
activación de precursores hormonales, y la remodelación ósea. Además, juegan un impor-




La familia de las catepsinas incluye a las catepsinas A, B, C, D, E, F, G, H, K, L, O, S, V, 
W, X y Z. Todas están incluidas en la familia de las cisteínproteasas, ya que conservan un 
sitio activo compuesto de residuos de cisteína, histidina, y asparagina, exceptuando a las 
catepsinas D y E que son dependientes de aspartato y, por tanto, pertenecen a las aspar-
tilproteasas, y las catepsinas A y G que pertenecen a las serinproteasas (Tan et al., 2013).  
 
En un principio, fueron consideradas como un grupo de hidrolasas intracelulares; sin 
embargo, posteriormente se ha descrito su participación en otros procesos biológicos. 
Por ejemplo, se les han atribuido funciones como mediadores en la respuesta inmune por 
MHC II, en la reproducción, o en el funcionamiento del corazón (Shi et al., 1999; Vasiljeva 
et al., 2007; Angelidis et al., 2013). Son expresadas en la superficie celular y secretadas al 
medio extracelular, donde ejercen su función. También son consideradas degradadores 
de la matriz extracelular. Son sintetizadas como precursores inactivos que son activados 
por autolisis en los lisosomas en el caso de las endopeptidasas, y por la propia acción de 
las endopeptidasas en el caso de las exopeptidasas (Turk et al., 2001). 
 
Las catepsinas constituyen uno de los grupos de proteasas más estudiados en rela-
ción con el cáncer. Cada uno de sus miembros ejerce una función diferente durante todo 
el proceso tumoral y metastásico. Las catepsinas E, F, G y Z promueven la tumorigénesis, 
mientras que las catepsinas B, D, E, y X inducen la proliferación celular. Las catepsinas B, K, 
L y Z participan en la degradación de la matriz extracelular, concretamente, la catepsina X 
favorece la transición epitelio-mesénquima, y las catepsinas A, B y D inducen la disemina-
ción de las células tumorales. Las catepsinas B, D, H, L, S y Z incrementan la movilidad de 
las células y su poder de invasión, favoreciendo la diseminación al torrente sanguíneo y a 
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 los vasos linfáticos y, por tanto, facilitando las metástasis. Así, las catepsinas B, D, H y S 
promueven la proliferación celular, la angiogénesis y la formación de un tumor secunda-
rio. A su vez, algunas catepsinas pueden activar a otras proteasas, participando en la cas-
cada proteolítica y favoreciendo la degradación de la matriz extracelular, o bien, inactivar 




Las caspasas son mediadores esenciales de los procesos de muerte celular progra-
mada y de los procesos de maduración de mediadores del sistema inmunitario, como las 
inteleucinas. Participan en la proliferación, organización y migración de las células, e influ-
yen en la secreción de varios factores de regulación (McIlwain et al., 2013).  
 
Las caspasas poseen una compleja estructura formada por tres dominios, un predo-
minio N-terminal, una subunidad grande que contiene el centro catalítico, y una subuni-
dad pequeña en el extremo carboxi-terminal. Existen dos tipos de caspasas según su fun-
ción, las caspasas efectoras que poseen un predominio corto, y las caspasas iniciadoras 
que poseen un predominio de mayor tamaño, que contiene dominios de reclutamiento y 
activación de caspasas (CARD), o efectores de muerte celular (DED) (Nicholson y Thornbe-
rry, 1997).  
 
La activación de las caspasas está relacionada con un cambio en su configuración es-
tructural. Son sintetizadas como pro-caspasas, las cuales se agrupan y activan, bien por 
estímulos externos, o por auto-activación mediante la proteólisis en lugares de corte es-
pecíficos, existentes entre los dominios. Estos dominios poseen un residuo de ácido as-
pártico, lo que provoca la eliminación del pre-dominio y la unión de las subunidades 
grande y pequeña, formando un complejo de dos heterodímeros y dos centros activos. Su 
acción es regulada e inhibida por potentes inhibidores endógenos, de los cuales, los más 
importantes son las proteínas pro-apoptóticas de la familia de BCL-2 (Nuñez et al., 1998; 
Parrish et al., 2013).  
 
La alteración en los niveles de actividad de esta familia de proteasas es característica 
del cáncer, ya que las células tumorales se diferencian por presentar resistencia frente a la 
apoptosis. Algunas caspasas como  CASP-3, CASP-6 y CASP-7, disminuyen su expresión 
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en las células tumorales, especialmente en estadios tempranos de la carcinogénesis (Yoo 
et al., 2004), mientras que otras caspasas iniciadoras, como la CASP-8, CASP-9 y CASP-10, 
muestran niveles de expresión mayores que en condiciones normales, en las que su ex-
presión es prácticamente inexistente. En el caso particular del cáncer gástrico, las caspasas 
mediadoras de la inflamación CASP-1 y CASP-14 juegan un importante papel, ya que el 
proceso inflamatorio es crucial en el desarrollo de este tipo tumoral (Krajewska et al., 
2005; Frejlich et al., 2013). 
 
C. Proteínas hedgehog. 
  
En humanos, se han identificado tres proteínas pertenecientes a la vía de señalización 
Hedgehog: SHH (Sonic hedgehog), IHH (Indian hedgehog) y DHH (Desert hedgehog). Esta 
familia de proteínas desempeña un papel fundamental en el desarrollo embrionario, re-
gulando la formación de las extremidades, el esqueleto, los músculos, el tracto gastroin-
testinal y algunos órganos. En los organismos adultos, participan en el mantenimiento y 
regulación de las células madre, así como en la reparación y regeneración de los tejidos 
(Varjosalo y Taipale, 2008). 
   
Son sintetizadas en forma de un precursor de 45 kilodaltons (kD), que requiere un 
proceso autocatalítico intramolecular que origina dos fragmentos peptídicos, el extremo 
C-terminal de 25 kD que carece de actividad biológica, y el extremo N-terminal de 19 kD 
que es el ligando activo. A 
esta estructura se le aña-
de una molécula de coles-
terol en su extremo C-
terminal, y una de ácido 
palmítico en su extremo 
N-terminal (Goetz et al., 
2006). La activación de 
esta vía de señalización se 
produce por la unión de los ligandos a un receptor PTCH (patched), que actúa como regu-
lador negativo de la proteína SMO (smoothened) (Figura 1.20) (Owens y Watt, 2003). La 
unión entre las proteínas hedgehog y el receptor PTCH provoca una disminución en la 
represión sobre SMO y da lugar al inicio de la cascada de señalización intracelular a través 
Figura 1.20                 
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 de la translocación de la forma activa del factor de transcripción GLI (glioma-associated 
oncogene homolog) al núcleo, que inicia la transcripción de los genes diana implicados en 
la proliferación celular y en el desarrollo y mantenimiento tisular (Varjosalo y Taipale, 
2008).   
 
Esta vía tiene una implicación especial en la carcinogénesis gástrica, ya que es res-
ponsable de los procesos de diferenciación de las células epiteliales gástricas y, por tanto, 
una alteración en sus niveles de actividad provocaría una proliferación incontrolada de las 
células de la mucosa gástrica (Katoh y Katoh, 2005; Kang et al., 2009; Feng et al., 2012). 
SHH participa también en la regulación de la secreción de ácido en el estómago, por lo 
que la pérdida de actividad de esta vía puede provocar hipergastrinemia, lo que también 
favorece la carcinogénesis gástrica (Xiao et al., 2010).  
 
Es interesante mencionar también la relación existente entre las proteínas hedgehog y 
la infección por Helicobacter pylori que, como ya se ha mencionado anteriormente, pro-
voca una inflamación crónica de la mucosa gástrica y está directamente asociada con el 
desarrollo del cáncer gástrico. La pérdida de secreción de ácido por parte de las células 
parietales, en los casos de atrofia producida por esta bacteria, conlleva a la disminución 
de la secreción de numerosos factores como TGF-β, FGFs y las proteínas hedgehog, favo-
reciendo la inflamación y la progresión del cáncer (Katoh y Katoh, 2006). Además, la dis-
minución de la secreción de SHH está asociada con el aumento en la expresión de facto-
res como CDX2 (caudal-type homeobox transcription factor 2), lo cual promueve la meta-
plasia intestinal en el estómago (Dimmler et al., 2003). Por otro lado, esta pérdida de ex-
presión de SHH, relacionada con las lesiones previas al desarrollo del carcinoma gástrico, 
se contradice con un incremento en la producción de SHH durante la tumorigénesis. Este 
hecho ha sido detectado en algunos estudios, indicando que también juega un importan-
te papel en el crecimiento tumoral y en la progresión hacia estadios más avanzados, po-
siblemente a través de factores como BCL-2 o NF-ƙβ (Ma et al., 2005; Kasperczyk et al., 
2009; Martin et al., 2010). 
 
 







































El cáncer es un conjunto de enfermedades de características extraordinariamente di-
versas. Cada tipo tumoral es único, y cada paciente, a su vez, es único. La complejidad del 
cáncer se ve reflejada en el hecho de que se ha convertido en uno de los problemas más 
omnipresentes en la sociedad. Las células poseen un riesgo potencial inherente de muta-
ción en nuestra composición genética y fisiológica, pero a su vez, muestran una compleja 
red de mecanismos de defensa frente a la tumorigénesis; por lo que el desarrollo tumoral 
solo es posible cuando estos sistemas se alteran. La presencia de programas limitadores 
de la progresión celular, los sistemas de reparación de errores, y los mecanismos de su-
presión tumoral, confieren una protección natural frente al cáncer; pero también pueden 
considerarse los mecanismos biológicos que subyacen a él. Una evolución en nuestro 
entendimiento de la biología del cáncer, y una apreciación mucho más cabal de los múl-
tiples factores que contribuyen a causarlo, nos pueden proporcionar la ayuda necesaria 
para combatirlo. 
 
Dentro del grupo de los tumores gastrointestinales, el cáncer colorrectal es el tipo 
tumoral que muestra una mayor incidencia en la población. Sin embargo, su índice de 
mortalidad ha disminuido en los últimos años gracias a los amplios conocimientos adqui-
ridos a nivel molecular, lo cual ha contribuido al diseño de protocolos de diagnóstico y 
tratamiento más eficaces. El cáncer gástrico, aunque menos frecuente, es el tumor gastro-
intestinal más agresivo, y el causante de mayor número de muertes al año, a nivel mun-
dial (Ferlay et al., 2014). Sin embargo, los estudios destinados al conocimiento del desa-
rrollo del cáncer gástrico son escasos. 
 
Resultados previos de nuestro grupo de investigación, en cáncer colorrectal y en cán-
cer no microcítico de pulmón, ponen de manifiesto la relevancia de la función telomérica 
en el pronóstico clínico de los pacientes (Garcia-Aranda et al., 2006), (Frías et al., 2008). 
2.1 OBJETIVOS 
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 Estos estudios nos conducen a plantear una investigación en cánceres gástricos, con 
y sin inestabilidad en microsatélites. Los objetivos fundamentales del presente estudio 
son:  
    
1. Determinar las características clínico-patológicas y el impacto sobre el pronóstico 
clínico de los tumores gástricos con inestabilidad en microsatélites. 
 
2. Analizar la relevancia de la función telomérica en el cáncer gástrico. 
 
2.1. Estudiar la longitud de los telómeros, la actividad telomerasa y la expre-
sión de factores relacionados con la estabilidad de las secuencias telomé-
ricas, en muestras tumorales y no tumorales de pacientes afectados de 
cáncer gástrico. 
 
2.2. Evaluar el impacto sobre el pronóstico clínico de los determinantes mole-
culares indicados en el objetivo 2.1. 
 
2.3. Establecer la relevancia de la función telomérica en los cánceres gástricos 
con y sin inestabilidad en microsatélites. 
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Este trabajo ha sido realizado empleando muestras tisulares procedentes del Bioban-
co del Hospital Clínico San Carlos de Madrid, pertenecientes a 85 pacientes afectados de 
cáncer gástrico; los cuales, fueron sometidos a cirugía de carácter curativo en el Servicio 
de Cirugía del nombrado hospital. Previamente, se obtuvo el consentimiento informado 
de cada uno de los pacientes para el uso completo de dichas muestras. Para confirmar su 
contenido en células tumorales, las muestras fueron analizadas por el Servicio de Anato-
mía Patológica del mismo Hospital, siendo aptas para el estudio solamente aquellas que 
presentaron un porcentaje de tejido tumoral superior al 80%, y menos de un 20% de teji-
do necrosado. Para ello, se realizaron cortes de 5 µm de grosor del propio bloque de 
tejido, mantenido a -80ºC, y embebido en medio congelante (Jung Tissue Freezing Me-
diumTM (Leyca Microsystems, Alemania)), mediante el uso de un criostato en el propio 
Departamento de Bioquímica y Biología Molecular II. Los cortes fueron trasladados al 
Hospital para su tinción con hematoxilina-eosina, y su posterior análisis microscópico. De 
todos los pacientes se dispuso también de una muestra de tejido no tumoral, tomada al 
menos a 10 cm de la zona del tumor, las cuales fueron usadas como control en las dife-
rentes pruebas del estudio.  
 
Con el fin de establecer correlaciones entre las determinaciones moleculares realiza-
das en las muestras objeto de estudio y sus características clínico-patológicas, fue pro-
porcionada por el propio hospital toda la información referente a cada paciente, junto 
con su seguimiento clínico; así como las características propias de cada tumor. Las pautas 
a seguir para la estadificación de dicha población, se obtuvieron de la Guía de Prácticas 
en Oncología versión 2.2010 para cáncer gástrico de la American Joint Committee on Can-
cer (AJCC) 7th ed. (Washington, 2010). En ella, se establecen los criterios para la aplicación 
del sistema TNM (Tumour, Node and Metastasis) en este tipo tumoral, y de esta forma, 
3.1 
PACIENTES  
Y MUESTRAS TISULARES 
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definir los distintos estadios de la enfermedad bajo un criterio global. El sistema TNM de 
clasificación (Tabla 3.1) considera tres parámetros clave de información: 
 
- T: describe la extensión del tumor primario (crecimiento hacia el interior de la pa-
red del estómago y órganos cercanos). 
- N: describe la propagación a los ganglios linfáticos adyacentes al tumor. 






Tabla 3.1         
Características de 
los descriptores T, 
N y M estableci-
dos para cáncer 
gástrico por la 
American Joint 
Committee on 
Cancer (AJCC) 7th 
ed. (2010). 
TX No se puede evaluar el tumor principal.
T0 No se encuentran ev idencias de un tumor principal.
Tis Carcinoma in situ: tumor intraepitelial sin invasión de la lamina propia.
T1
El tumor invade desde la capa superior de la mucosa hacia las capas 
inferiores.
T1a El tumor está creciendo hacia la lámina propia o la mucosa muscularis.
T1b
El tumor crece a través de la lámina propia y la mucosa muscularis 
hacia la submucosa.
T2 El tumor crece hacia la capa muscularis propia.
T3 El tumor crece hacia la capa subserosa.
T4
El tumor ha crecido hacia la serosa y puede estar creciendo hacia un 
órgano adyacente.
T4a
El tumor crece hacia la serosa, pero no invade ningún organo o 
estructura adyacente.
T4b El tumor invade órganos o estructuras adyacentes.
Nx No se pueden evaluar los gánglios linfáticos adyacentes
N0 No hay propagación a los gánglios linfáticos adyacentes.
N1 Metástasis en  1 - 2 ganglios linfáticos adyacentes.
N2 Metástasis en  3 - 6 ganglios linfáticos adyacentes.
N3 Metástasis en  7 o más ganglios linfáticos adyacentes.
N3a Metástasis en  7 - 15 ganglios linfáticos adyacentes.
N3b Metástasis en  16 o más ganglios linfáticos adyacentes.
M0 No hay metástasis a distancia (el cáncer no se ha propagado a órganos 
o sitios distantes, tales como el hígado, los pulmones o el cerebro)
M1 Hay metástasis distantes (el cáncer se propagó a órganos o gánglios 
linfáticos distantes del estómago).
TUMOR 
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 Una vez establecidos estos criterios para cada uno de los pacientes, fue posible defi-
nir el estadio de la enfermedad en cada uno de los casos (Tabla 3.2). 
 
Respecto a la histología del tumor, se empleó como guía la clasificación definida por 
Lauren en 1965 (Lauren, 1965) que, como ya hemos comentado, subdivide la población 
de tumores gástricos en dos tipos histológicos principales: el tipo difuso, y el tipo intesti-
nal. Cada uno de ellos con características histopatológicas, clínicas, y epidemiológicas 
propias. En el caso de que un tumor fuera inclasificable en alguno de los dos grupos an-
teriores, se consideró como un tumor gástrico de tipo mixto y no se tuvo en cuenta para 
las pruebas estadísticas. 
 
Por último, también se utilizó la localización anatómica de los tumores gástricos para 
la descripción de la población tumoral, diferenciándola en distal, media y proximal. Los 
carcinomas gástricos situados en el tercio superior del estómago fueron considerados de 
localización proximal, mientras que los situados en el tercio inferior fueron considerados 
de localización distal. Aunque en un primer momento se distinguieron estas tres localiza-
ciones, a nivel estadístico se consideraron los carcinomas de localización distal y media, 
como un grupo único.  




establecida por la 
American Joint 
Committee on 
Cancer (AJCC) 7th 
ed. (2010). 















T4b, N0 ó N1, M0
T4a, N3, M0
T4b, N2 ó N3, M0
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 La media de edad de los pacientes fue de 70.51 ± 1.36 años (media ± error típico), 
con un intervalo de edad desde 37 a 93 años. El percentil 50 correspondiente a la edad de 
los pacientes fue de 73 años, dato que fue usado como variable para los estudios estadís-
ticos. De los 85 pacientes que formaron parte del estudio, 47 (55.3%) fueron hombres y 
38 (44.7%) fueron mujeres. La distribución de la población, según las características clíni-
co-patológicas de la misma, está resumida en la Tabla 3.3. 
Nº casos (%) Total
Varón 47 (55.3)
Mujer 38 (44.7)
≤ 73 años 44 (52.4)

















Ia, Ib 18 (22.5)
I Ia, I Ib 22 (27.5)
I I Ia, I I Ib, I I Ic 32 (40.0)
IV 8 (10.0)














Tabla 3.3     
Descripción de la 
población de 
tumores gástricos 
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3.2.1 AISLAMIENTO DE ADN. 
 
A. Extracción de ADN. 
 
 Para la extracción de ADN de los tejidos se empleó el método de Blin y Stafford (Blin 
y Stafford, 1976) con modificaciones. Se partió de 25 cortes de tejido de 20 µm a los que 
se añadió 1.25 ml de la solución tampón 1 (pH = 7.5) (Tabla 3.4), previamente pulveriza-
dos con ayuda de una espátula estéril fría. Se llevó a cabo una homogeneización del teji-
do, y se añadieron 25 μl de una solución de 20 mg/ml de proteinasa K (Sigma-Aldrich, 
EE.UU.) para la degradación de las proteínas presentes en el tejido. A continuación, se 
añadieron 62.5 μl de dodecil sulfato de sodio (SDS) (Sigma-Aldrich, EE.UU.) al 20% (p/v), y 
se mezcló por inversión. La muestra se sometió a digestión (65ºC, 3 horas) en un baño 
térmico. Finalizada la digestión, se añadieron 1.25 ml de la solución tampón 2 (pH = 7.5) 
(Tabla 3.4), y 2.5 ml de una solución comercial de fenol (pH = 8.0) (Sigma-Aldrich, EE.UU.). 
Se mezcló bien todo el contenido de los tubos con un agitador mecánico, y se centrifuga-
ron (4000 rpm, Tª ambiente, 15 min). 
 
La fase acuosa obtenida, que contiene el ADN, fue transferida a un tubo estéril. Se 
realizó la extracción de nuevo del ADN con un volumen de una mezcla de clorofor-
mo/alcohol isoamílico (24:1), se recogió la fase acuosa, y se procedió a su precipitación 
con 2 volúmenes de etanol absoluto a -20ºC durante toda la noche.  
 
3.2 
INESTABILIDAD          
EN MICROSATÉLITES 




das para la 
extracción de 
ADN. 
Solución tampón 1 Solución tampón 2
Tris-HCl 10 mM 10 mM
EDTA 10 mM 10 mM
NaCl 0.15 M 0.65 M
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3.2   INESTABILIDAD EN MICROSATÉLITES 
 
Al día siguiente, se centrifugaron los tubos que contenían el ADN (4000 rpm, 4ºC, 15 
min), y se lavó el precipitado resultante con 1 ml de etanol frío al 70% (v/v). Se centrifuga-
ron de nuevo, y se dejó secar el precipitado, para diluirlo a continuación en 100 μl de 
agua ultrapura estéril (AUE), y ser almacenado a -20ºC.  
 
B. Valoración de la concentración y pureza del ADN extraído. 
 
La cuantificación y la valoración de la pureza del ADN se realizaron mediante una lec-
tura espectrofotométrica doble a 260 y 280 nm. Dichas longitudes de onda corresponden 
a los niveles máximos de absorbancia de los ácidos nucleicos, y de los aminoácidos de las 
proteínas, respectivamente. Por lo tanto, el cociente de los valores obtenidos (A260/A280) 
con esta medición, proporciona una estimación del grado de pureza de los ácidos nuclei-
cos, y en condiciones óptimas debe situarse entre 1.8 - 2; siendo descartadas las extrac-
ciones que no cumplieran este requisito. Así mismo, la absorbancia a 260 nm fue utilizada 
para la cuantificación del ADN, teniendo en cuenta que cada unidad de densidad óptica a 
260 nm corresponde a 50 μg/ml de ADN de doble cadena (Sambrook et al., 1988). 
 
C. Valoración de la integridad del ADN extraído. 
 
La integridad del ADN extraído fue verificada mediante electroforesis en geles de 
agarosa (Bio-Rad, EE.UU.) al 0.8% (p/v), de 1 µg de ADN de cada muestra extraída. A cada 
una de ellas se le añadió un tampón de carga compuesto por glicerol 30% (v/v), azul de 
bromofenol 0.25% (p/v) y xilano cianol 0.25% (p/v). Como tampón de electroforesis se 
utilizó TBE 1X (TBE 10X: Tris 0.89 M, ácido bórico 0.88 M, EDTA 0.01 M). Para su visualiza-
ción, se añadió bromuro de etidio (1 mg/ml) (Sigma-Aldrich, EE.UU.), un agente fluores-
cente que se intercala en los ácidos nucleicos y los hace visibles a la luz ultravioleta. 
 
3.2.2 ESTUDIO DE INESTABILIDAD EN SECUENCIAS MICROSATÉLITE. 
 
El análisis para determinar la presencia de inestabilidad en secuencias microsatélite 
se realizó mediante la comparación del perfil alélico generado tras la amplificación de una 
serie de secuencias microsatélite, entre la muestra no tumoral y la muestra tumoral del 
mismo paciente. 
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 El sistema empleado fue el MSI Analysis System, Version 1.2 (Promega, EE.UU.) que in-
cluye el análisis de cinco marcadores, seleccionados por su alta especificidad en tumores, 
que presentan defectos en las vías de reparación del ADN. Se procedió entonces a la co-
amplificación mediante PCR (Polymerase Chain Reaction) de dos repeticiones mononu-
cleotídicas (BAT-25 y BAT-26), y tres repeticiones dinucleotídicas (NR-21, NR-24 y MONO-
27), a partir de 20 ng de ADN de cada una de las muestras, según el programa mostrado 
en la Figura 3.1.  
 
Además de los cinco marcadores mencionados, se amplificaron también dos secuen-
cias pentanucleotídicas (Penta C y Penta D), con el fin de discernir posibles mezclas o 
contaminaciones de las muestras. Estas secuencias se escogieron dada su alta tasa de 
polimorfismos y su baja tendencia a presentar inestabilidad. El tamaño de los productos 
específicos de PCR y las sondas de fluorescencia usadas para cada uno de ellos se descri-



















Número del Secuencia Tamaño del
Gen Bank® mayoritaria amplificado (pb) Sonda
NR-21 XM_033393 (A)21 94-101 JOE
BAT-26 U41210 (A)26 103-105 FL
BAT-25 L04143 (A)25 114-124 JOE
NR-24 X60152 (A)24 130-133 TMR
MONO-27 AC007684 (A)27 142-154 JOE
Penta C AL138752 (AAAAG)3-15 143-194 TMR
Penta D AC000014 (AAAAG)2-17 135-201 FL
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3.2   INESTABILIDAD EN MICROSATÉLITES 
 
 Los productos de PCR fueron separados por electroforesis capilar tras la adición de 
un estándar interno, utilizado para la identificación de los fragmentos obtenidos (GeneS-
canTM - 500 LIZTM Size Standard (Life Technologies, EE.UU.)); y tras su dilución en forma-
mida (Figura 3.2). El análisis de los amplificados se realizó con el ABI Prism® 3100 Genetic 
Analyzer por medio del programa informático GeneMapper® 4.0 (Life Technologies, 
EE.UU.). 
 
Aquellas muestras que presentaron alteraciones en el perfil alélico en dos o más de 
estos marcadores, se consideraron de alta inestabilidad en microsatélites (Microsatellite 
instability-high o MSI-H); mientras que aquellas con un sólo marcador alterado, se consi-
deraron de baja inestabilidad en microsatélites (Microsatellite instability-low o MSI-L). Las 
muestras que no presentaron ninguna alteración en los marcadores, fueron clasificadas 





capilar de los 
productos de 
PCR obtenidos 
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3.3.1 ESTUDIO DE LA LONGITUD TELOMÉRICA POR ANÁLISIS DE LOS 
FRAGMENTOS DE RESTRICCIÓN TERMINAL. 
 
El método estándar y el más utilizado para evaluar la longitud de los telómeros es el 
análisis de la longitud de los fragmentos de restricción terminal (TRF) (Lange et al., 1990). 
Este método consiste en el análisis de los fragmentos teloméricos obtenidos tras la diges-
tión diferencial del ADN genómico de una muestra con enzimas de restricción de corte 
frecuente, que digieren el ADN no telomérico en fragmentos de bajo peso molecular y 
dejan intacto el ADN telomérico y subtelomérico.  
 
Este ensayo fue llevado a cabo utilizando el TeloTTAGGG Telomere Lenght Assay kit 
(Roche, Alemania) y consistió en la digestión de 5 µg de ADN genómico de la muestra no 
tumoral y tumoral de cada paciente con las enzimas de restricción de corte frecuente Hinf 
I y Rsa I (37ºC, 2 h). Tras la digestión, los fragmentos de ADN fueron separados por elec-
troforesis en gel de agarosa al 0.8% (p/v) en TAE 1X (TAE 10X: Tris 2 M, EDTA 50 mM, 
ácido acético glacial, pH = 8.0) y, a continuación, transferidos a una membrana de nailon 
cargada positivamente en tampón de transferencia SSC 20X (NaCl 3M, citrato sódico 0.3 
M, pH = 7.0) durante toda la noche.  
 
Una vez transferidos dichos fragmentos, se procedió a su fijación a la membrana con 
luz UV (254 nm, 7 min) y calor (80ºC, 30 min) y a su posterior hibridación con un oligonu-
cleótido marcado con digoxigenina, complementario a las repeticiones teloméricas 
TTAGGG. Tras este paso, se incubó la membrana con un anticuerpo específico para 
digoxigenina, el cual se encontraba a su vez unido covalentemente a fosfatasa alcalina. 
Esta enzima metaboliza el sustrato quimio-luminiscente de alta sensibilidad CDP-Star, y 
genera una señal que permite la visualización de los fragmentos tras su revelado con una 
película autorradiográfica (Amersham HyperfilmTM MP (GE Healthcare, UK)).  
3.3 
DETERMINACIÓN DE  
LA LONGITUD TELOMÉRICA 
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3.3   DETERMINACIÓN DE LA LONGITUD TELOMÉRICA 
 
La longitud de los fragmentos de restricción terminal de cada muestra se determinó 
por densitometría de la señal obtenida, en función del tamaño del fragmento, con respec-
to a un marcador de peso molecular. Debido a la heterogeneidad de los telómeros de los 
distintos cromosomas de todas las células presentes en un mismo tejido, se obtuvo un 
smear y no una única banda; por lo tanto, lo que se obtiene es una media de las longitu-
des de todos los fragmentos teloméricos generados dentro de una misma muestra. El 
análisis se realizó con el programa informático ImageGauge 3.46 (FujiFilm, Japón).  
 
3.3.2 ANÁLISIS DE LA LONGITUD TELOMÉRICA POR PCR CUANTITATIVA A 
TIEMPO REAL. 
 
Hasta hace pocos años se presuponía imposible la medida de la longitud telomérica 
mediante una reacción de amplificación, debido a la naturaleza repetitiva de su secuencia. 
Esta característica del ADN telomérico favorecería la formación de dímeros por parte de 
los cebadores complementarios a la secuencia telomérica, hasta que Richard M. Cawthon 
publicó un método basado en la reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real (Q-
PCR) para la determinación de la longitud telomérica (Cawthon, 2002). Esta técnica es 
comúnmente utilizada para cuantificar de forma relativa el número de copias de un gen 
diana, con respecto a una muestra de referencia. Se trata de una variante de la PCR con-
vencional, que nos permite medir la tasa de generación de uno o más productos específi-
cos por cada ciclo de amplificación (a tiempo real). Para ello, se utiliza una molécula fluo-
rescente que se une específicamente a la secuencia objeto de estudio, y que ayuda a mo-
nitorizar los fragmentos de amplificación que son producidos de forma exponencial en 
cada ciclo de reacción de la PCR, combinando así la amplificación y la detección en un 
solo ensayo. 
 
En el caso de la determinación de 
la longitud telomérica, lo que se lleva a 
cabo es una cuantificación relativa de la 
misma, mediante la determinación del 
ratio (T/S) de cada muestra. Este ratio 
viene dado por el número de copias de 
su secuencia telomérica (T) entre el número de copias de un gen de copia única (S), obte-
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 será proporcional a la cantidad de repeticiones de ADN telomérico presente en la mues-
tra inicial y, por tanto, a su longitud telomérica. Se amplifica a su vez un gen de copia 
única, en las mismas condiciones que para la secuencia telomérica, que funcionará como 
control del número de ciclos de amplificación. En nuestro caso se utilizó el gen RPLP0 
(ribosomal protein large P0) que codifica para la proteína P0 que forma parte de la 
subunidad 60S del ribosoma.  
 
Para la detección de los fragmentos de amplificación se utilizó SYBR Green® (Roche, 
Alemania) (Figura 3.3). Se trata de un compuesto orgánico que se introduce en la estruc-
tura secundaria de la doble hélice del ADN, y se acopla energéticamente a los ácidos nu-
cleicos que lo forman, produciendo un aumento de su fluorescencia (Figura 3.4). Este tipo 
de fluorocromo no es específico, ya que se une a toda molécula de ADN de doble cadena, 
incluyendo los dímeros de primers.  
 
 Se realizaron, por tanto, dos reac-
ciones de amplificación por muestra. 
Cada una de ellas contenía 20 ng de 
ADN, a los que se añadieron 5 µl de la 
mezcla de reacción FastStar Universal 
SYBR Green Master (ROX) 2X (ROCHE, 
Alemania), y los primers correspon-
dientes para cada secuencia, en 10 µl 
de volumen final. En el caso de la reac-
ción de amplificación de la secuencia 
telomérica, se emplearon 900 nM del 
primer forward y 300 nM del primer 
reverse; mientras que para la amplifi-
cación del gen RPLP0 se emplearon 
500 nM del primer forward y 300 nM 
del primer reverse. Las secuencias de 
los oligonucleótidos empleados se 
muestran en la Tabla 3.6.  
  
Figura 3.4   








por Q-PCR.  
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3.3   DETERMINACIÓN DE LA LONGITUD TELOMÉRICA 
 
 
Como ADN de referencia se empleó el mismo ADN control que en el análisis de los 
fragmentos de restricción terminal (TRF), y fue tratado con las mismas condiciones que las 
muestras experimentales. Todas las muestras se analizaron por triplicado en un 7900 HT 
Fast Real-Time PCR System (Life Technologies, EE.UU.), en el que fueron sometidas al pro-
grama de amplificación indicado en la Figura 3.5. 
 
 Durante el tiempo 
que trascurre la amplifi-
cación, el aparato es 
capaz de hacer incidir 
sobre cada muestra un 
haz de luz de una longi-
tud de onda determinada, y detectar la fluorescencia emitida por el fluorocromo excitado, 
en un ciclo determinado de la PCR. Este valor es conocido como ciclo umbral (Ct), y se 
designa como el número de ciclo en el cual, se detecta un cambio significativo en el nivel 
de fluorescencia emitido por la muestra; su cálculo siempre se realiza en la fase exponen-
cial de la curva de amplificación (Figura 3.6).   
 
Dicho valor de ciclo umbral fue el utilizado para realizar el análisis de resultados de 
esta técnica, que fue llevado a cabo, siguiendo el método definido por Pfaffl (Pfaffl, 2001). 
Este método tiene en cuenta la eficiencia de cada pareja de primers utilizada. La eficiencia 
es muy importante en este tipo de ensayos, y se define como la medida de la cantidad de 
secuencia del gen diana que es amplificada en cada ciclo de reacción. Una eficiencia de 
reacción del 100% equivale a la amplificación de doble cantidad de secuencia diana en 
cada ciclo de PCR.  
Tabla 3.6          
Secuencia de los 
primers utilizados 
para la medida de la 
longitud de los teló-
meros por PCR cuanti-
tativa a tiempo real. 
(TEL: secuencia telo-
mérica, F: Primer 









Figura 3.5   
Programa de 
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 Para calcular la eficiencia en nuestro ensayo, se realizó una curva estándar por cada 
experimento realizado, tanto para la secuencia telomérica cómo para el control endó-
geno, a partir de diluciones 1/10 de una solución de ADN extraído de células HeLa2, las 
cuales fueron tratadas igual que el resto de muestras del experimento.  
 
 La eficiencia de cada pareja de primers fue calculada mediante la representación de 
una gráfica, en la que se compararon los valores de Ct obtenidos para cada dilución de la 
curva patrón, respecto al logaritmo en base 10 de la cantidad de ADN analizado (Figura 
3.7). De esta manera, se obtuvo la ecuación de la recta patrón, a partir de la cual se calcu-











2 Las células HeLa (también conocidas como “células MePa” o simplemente “Hela”) son un tipo celular derivado de una 
muestra de cáncer cérvico-uterino, procedente de una paciente llamada Henrietta Lacks. Obtenidas el 8 de febrero de 
1951, son el linaje celular humano más antiguo, y utilizado con mayor frecuencia (Masters, 2002). 
Figura 3.6            
Gráfica de amplifi-
cación de PCR a 
tiempo real. El 
thershold determina 
el umbral en el que 
se produce un cam-
bio significativo en el 
nivel de fluorescen-
cia. El corte entre 
este umbral y la 
curva de amplifica-
ción determinará el 
Ct (ciclo umbral) 
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3.3   DETERMINACIÓN DE LA LONGITUD TELOMÉRICA 
 
Tras la determinación de la pendiente de la curva patrón, se calculó la eficiencia de 
amplificación de cada paeja de primers siguiendo la siguiente fórmula. Este cálculo se 
repitió para cada uno de los experimentos que se llevaron a cabo, y se consideraron ade-




Una vez realizado esto, se procedió al cálculo de la longitud telomérica relativa de 
cada muestra, respecto al ADN usado como referencia aplicando la siguiente fórmula, tal 
como se describe en (Pfaffl, 2001), teniendo en cuenta las eficiencias calculadas, previa-
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3.4.1 OBTENCIÓN DE EXTRACTOS PROTÉICOS. 
 
A. Extracción de proteínas. 
 
Se partió de 20 cortes de tejido de 20 µm de grosor, incluidos en un tubo estéril, para 
la extracción de las proteínas de cada una de las muestras objeto de estudio. Tras su pul-
verización con una espátula estéril, se añadieron 200 µl del reactivo de lisis incluido en el 
TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA® kit (Roche, Suiza), que contiene ARNasa e inhibidores 
de proteasas. Tras la homogeneización de las muestras, se dejaron reposar en hielo (30 
min), y se centrifugaron (12000 rpm, 4ºC, 20 min). Tras la finalización de este proceso, se 
recogió el sobrenadante obtenido en un nuevo tubo estéril, para su posterior conserva-
ción a -80ºC hasta su uso. 
 
B. Valoración de las proteínas extraídas. 
  
La valoración de proteínas se realizó siguiendo el método de Bradford de 1976 (Brad-
ford, 1976), el cual se basa en el cambio de absorbancia de 465 a 595 nm que se produce 
en repuesta a la adición de proteínas a una solución de reactivo Coomasie® Brilliant Blue 
G-250 (Bio-Rad, EE.UU.). Las interacciones hidrofóbicas e iónicas producidas por los ami-
noácidos básicos, estabilizan la forma iónica del reactivo, causando un cambio de color. 
La concentración de proteínas se determinó a partir de la absorbancia medida espectro-
fotométricamente a 595 nm, de una solución de 4 µl de la muestra en 1 ml de reactivo 
Bradford diluido (1:5), y con respecto a una curva de calibrado de 0 a 10 µg/ml de una 
solución estándar de albúmina sérica bovina (BSA) de 2mg/ml (Bio-Rad, EE.UU.). Cada una 
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3.4   DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD TELOMERASA 
 
3.4.2 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD TELOMERASA. 
 
El análisis de la actividad telomerasa fue realizado empleando una extensión del mé-
todo original, descrito por Kim et al. en 1994 (Kim et al., 1994). Este procedimiento permi-
te la amplificación altamente específica de los productos de elongación de la telomerasa, 
y su detección mediante ELISA (Enzyme-Linked InmunnoSorbent Assay). Para ello, se utili-
zó el TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA® kit (Roche, Alemania).  
 
 Primero, se sometió a las muestras a una fase de elongación en la que la enzima te-
lomerasa, presente en 1.5 µg de extracto proteico, añade repeticiones de ADN telomérico 
al extremo 3´-OH de un cebador sintético, marcado con biotina (P1-TS). Posteriormente, 
se sometieron a una fase de amplificación, siguiendo el programa indicado en la Figura 
3.8. Los productos de elongación anteriores se amplificaron por PCR empleando los ce-
badores sintéticos P1-TS y P2, en presencia de una mezcla de reacción que contenía nu-
cleótidos, enzima Taq polimerasa (Thermus aquaticus polimerase), y una solución tampón 
para asegurar que las condiciones fueran las óptimas. 
  
 Como resultado, se obtuvieron productos amplificados de distinta longitud, que di-
ferían entre ellos en las 6 pb de la secuencia telomérica (Figura 3.9). Como control positi-
vo, se utilizó un extracto celular de una línea humana de células embrionarias de riñón, 
inmortalizadas por un aumento de la expresión de telomerasa. Como control negativo se 
Figura 3.8  
Programa de 






Figura 3.9             
Esquema de la fase 
de elongación y 
amplificación por 
PCR de las secuen-
cias teloméricas en 
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 empleó el mismo extracto celular, tratado con ARNasa para provocar la degradación del 
componente ARN de la enzima, esencial para su funcionamiento. 
 
 En la segunda parte del ensayo, se procedió a la desnaturalización (Tª ambiente, 10 
min) de los productos de amplificación obtenidos y, a continuación, fueron sometidos a 
una detección por ELISA (Figura 3.10). El producto de PCR fue hibridado con 225 µl de 
una solución que contenía una sonda específica P3 marcada con digoxigenina, cuya se-
cuencia es complementaria a la de las repeticiones teloméricas. Después, fue inmovilizado 
por medio del primer P1-TS en los pocillos recubiertos de estreptavidina de la placa de 
ELISA (37ºC, 2 h).  
 
Posteriormente, se realizó una incubación con 100 µl de un anticuerpo anti-
digoxigenina conjugado con peroxidasa, en agitación orbital (300 rpm, Tª ambiente, 30 
min). Por último, se incubaron los pocillos con 100 µl del sustrato tetrametilbenzidina 
(TMB), también en agitación orbital (300 rpm, Tª ambiente, 15 min). La peroxidasa cataliza 
la conversión del sustrato TMB a un producto coloreado, cuya absorbancia es proporcio-
nal a la cantidad de ADN telomérico añadido por la telomerasa. 
 
Finalmente, se paralizó la reacción con 100 µl de una solución de ácido sulfúrico al 
5%, y se realizó la lectura de la absorbancia de la placa a 450nm, empleando una longitud 
de onda de referencia de 690nm con el lector de placas Microplate Reader (Bio-Rad, 
EE.UU.). Cada una de las muestras fue analizada por duplicado. 
 
Se definieron como muestras con actividad telomerasa positiva, aquellas en las que la 
diferencia de las absorbancias (A450nm – A690nm) fue superior a 0.2. Los controles posi-
tivo y negativo se consideraron válidos cuando dicha diferencia de absorbancias fue su-
perior a 1.5 e inferior a 0.2, respectivamente. Los análisis fueron realizados con el progra-
ma informático Microplate Manager 3.0 (Bio-Rad, EE.UU.). 
Figura 3.10     
Esquema de la 
detección por ELISA 
llevada a cabo para 
la determinación de 
la actividad telome-








3.5.1 AISLAMIENTO DE ARN. 
 
A. Extracción de ARN. 
 
La extracción de ARN se realizó siguiendo el método desarrollado por Chomczynski y 
Sacchi en 1987 (Chomczynski y Sacchi, 1987), con algunas modificaciones. Este método 
consiste en la extracción de ARN de un tejido con una mezcla de tiocianato de guanidina, 
fenol y cloroformo.  
 
Se partió de 20 cortes de tejido de 20 µm de grosor, conservados a -80ºC, a los que 
se añadió 1 ml de TRIzol® (Invitrogen, EE.UU.), homogeneizando bien la mezcla. El TRIzol® 
es un agente monofásico compuesto por fenol e isotiocianato de guanidina que protege 
la integridad del ARN, mientras se rompen las células y se disuelven el resto de compo-
nentes celulares. Se mantuvieron los tubos 5 minutos a temperatura ambiente, se añadie-
ron 200 μL de cloroformo, y se mezcló bien con la ayuda de un agitador mecánico. Tras 
tres minutos de reposo, se centrifugaron las muestras (13200 rpm, 4ºC, 15 min) para se-
parar la fase acuosa, en la que se encuentra el ARN, de la fase orgánica, que arrastra el 
resto de componentes. La fase acuosa se transfirió a un nuevo tubo estéril y se añadieron 
500 μL de 2-propanol para su precipitación a -20ºC, durante toda la noche.  
 
Tras este tiempo, y después de centrifugar nuevamente (13200 rpm, 4ºC, 15 min), se 
obtuvo un precipitado blanco, que se lavó con etanol frío al 70% (v/v), y se dejó secar a 
temperatura ambiente para ser diluido, posteriormente, en 25 µl de agua ultrapura estéril 
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3.5   ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA 
 
B. Valoración de la concentración, pureza e integridad del ARN extraído. 
 
La cuantificación y la valoración de la pureza del ARN extraído se realizaron mediante 
lectura espectrofotométrica, procediendo de forma similar a la valoración de la concen-
tración y pureza del ADN, explicado anteriormente en el punto 3.2.1. La absorbancia a 
260 nm fue utilizada para su cuantificación, teniendo en cuenta que cada unidad de den-
sidad óptica a 260 nm corresponde a 40 μg/ml de ARN de cadena sencilla (Sambrook et 
al., 1988).  
 
La integridad del ARN extraído fue verificada también mediante electroforesis en ge-
les de agarosa (Bio-Rad, EE.UU.) al 0.8% (p/v) en tampón TBE 1X, de 1 µg de ARN de cada 
muestra extraída, procediendo de igual forma que en el caso de la valoración de la inte-
gridad del ADN, como se explica en el apartado 3.2.1.   
 
3.5.2 SÍNTESIS DE ADN COMPLEMENTARIO. 
 
 Una reacción de retro-transcripción (RT) consiste en la síntesis de una molécula de 
ADN complementario (ADNc), a partir de una hebra simple de ARN mensajero (ARNm) 
utilizada como molde. Para ello, fue utilizado el High-Capacity cDNA Reverse Transcription 
kit (Life Technologies, EE.UU.), que utiliza primers aleatorios que se unen a distintas se-
cuencias del ARN mensajero de forma indiscriminada, y la enzima MultiScribe™ Reverse 
Transcriptase (50 U/µL) con actividad transcriptasa inversa. 
 
Se partió de 4 μg de ARN de cada muestra, diluidos en 50 µl de AUE, a los que se 
añadió 50 µl de una mezcla de reacción realizada con los distintos componentes mostra-
dos en la Tabla 3.7. Las muestras fueron sometidas a 37ºC durante 2 horas, tras un paso 
Tabla 3.7 
Componentes 
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 previo de activación de la enzima (25ºC, 10 min) en un termociclador. A efectos de cálcu-
los de la concentración de la solución de ADNc, se consideró que el total del ARNm fue 
transformado.  
 
 Tras la síntesis de ADNc, se procedió a comprobar si la reacción de retro-
transcripción se había realizado correctamente. Para ello, se llevó a cabo una amplifica-
ción por PCR del gen endógeno gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Se 
amplificó 1 µl del producto de la retrotranscripción con unos primers especialmente dise-
ñados para amplificar una zona exón-exón del gen endógeno (Tabla 3.8), ya que el ADN 
complementario sólo contiene las secuencias codificantes debido a las características 
intrínsecas del ARN de partida.  
 
 Los componentes necesarios para la reacción de amplificación fueron preparados en 
49 µl de una mezcla de reacción (Tampón 1x, MgCl2 1 mM, dNTPs 0.2 mM, primer forward 
0.1 µM, primer reverse 0.1 µM, Taq polimerasa 0.025 U/µl) para cada muestra. El programa 
de amplificación para la PCR de GAPDH se muestra en la Figura 3.11. 
 
El producto amplificado fue visualizado en un gel de agarosa al 2% (p/v) en TBE 1X, 
junto al marcador de peso molecular HyperLadder® V (Bioline, UK), para comprobar que la 
transformación en ADNc se había realizado correctamente y por igual en todas las mues-
tras. 
 







Tabla 3.8     
Secuencia de los 
primers utilizados 
para la amplia-
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3.5.3 ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA POR PCR CUANTITATIVA A TIEMPO 
REAL. 
 
3.5.3.1 ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA MEDIANTE SONDAS         
TaqMan®. 
 
La PCR cuantitativa a tiempo real es un método ampliamente utilizado en los análisis 
de expresión génica, ya que permite determinar cambios en el nivel de expresión de un 
gen de interés en una muestra de tejido tumoral, en relación al nivel de expresión del 
mismo gen de interés en una muestra de tejido no tumoral usada como referencia. 
 
 Se empleó la misma técnica 
que para la determinación de la 
longitud telomérica por PCR cuan-
titativa a tiempo real, cuyo funda-
mento ha sido explicado en el 
apartado 3.3.2 pero, en este caso, 
se empleó cómo fluorocromo un 
tipo de molécula conocida como 
sonda TaqMan®, que posee espe-
cificidad con una parte de la se-
cuencia del gen objeto de estudio. 
 
A partir de 20 ng de ADNc, se 
amplificó el gen diana gracias al 
uso de unos oligonucleótidos es-
pecíficos, y una sonda comercial 
(ambos componentes del Ta-
qMan® Gene Expresion Assay (Life 
Technologies, EE.UU.)). Este tipo de 
sonda, posee en el extremo 5’ un 
agente fluoróforo (6-FAM), y en el 
extremo 3’ un agente amortiguador no fluoróforo (Non Fluorescent Quencher, NFQ). Co-
mo medio de reacción se usaron 10 µl de FastStar Universal Probe Master (ROX) 2X (RO-
Figura 3.12  
Esquema sobre la 
emisión de fluo-
rescencia en una 
Q-PCR, mediante 
el empleo de 
sondas TaqMan®. 
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 CHE, Alemania), que incluía la enzima FastStar Taq DNA Polimerase y todo lo necesario 
para que las condiciones de reacción fueran las óptimas, a los que se añadió 1 µl de Ta-
qMan® Gene Expression assay correspondiente, y la muestra, en 20 µl de volumen final. 
Como control interno se utilizó un gen endógeno de expresión constitutiva, la gliceral-
dehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), cuya expresión fue analizada en paralelo a la 
de los genes objeto de estudio, en cada una de las muestras. Todos los análisis fueron 
realizados por triplicado en el 7900 HT Fast Real-Time PCR System (Life Technologies, 
EE.UU.) sometiendo a las muestras al siguiente programa de amplificación (95ºC 10 min, 
40 ciclos de: 95ºC 15 seg, 60ºC 1 min). 
 
 Durante la reacción, la sonda y los primers se unen a sus secuencias complementa-
rias, dando lugar al comienzo de la síntesis de la hebra complementaria por la ADN poli-
merasa. Mientras la sonda se encuentra íntegra, unida a la hebra de ADNc, se produce la 
amortiguación de la fluorescencia del fluoróforo, pero una vez la ADN polimerasa alcanza 
su posición se produce la ruptura de la sonda liberando el fluoróforo del extremo 5’, que 
comenzará a emitir fluorescencia al dejar de estar influenciado por el quencher (Figura 
3.12). Las características de las sondas utilizadas para los distintos genes analizados me-
diante esta técnica se describen en la Tabla 3.9. 
  
Para realizar el análisis de los resultados, se utilizó el método del “Delta Delta Ct” 
(ΔΔCt) (Livak y Schmittgen, 2001). Este procedimiento es muy útil para una rápida estima-
ción del ratio de expresión relativa de un gen. Primero se normaliza cada muestra, restan-
Tabla 3.9   
Características 
de las sondas 
TaqMan® utili-
zadas en la PCR 
cuantitativa a 
tiempo real. 





ADAM15 Humano NM_003815.4 74 Hs00984794_m1
ADAM23 Humano NM_003812.3 110 Hs00187022_m1
CASP3 Humano NM_004346.3 100 Hs00234387_m1
DHH Humano NM_021044.2 98 Hs00368306_m1
GAPDH Humano NM_002046.4 124 Hs99999905_m1
HTRA-2 Humano NM_013247.4 59 Hs00234883_m1
IHH Humano NM_002181.3 103 Hs01081801_m1
SHH Humano NM_000193.2 99 Hs01123832_m1
TIMP2 Humano NM_003255.4 73 Hs00234278_m1
TRF1 Humano NM_017489.2 209 Hs00819517_m1
TRF2 Humano NM_005652.4 75 Hs00194619_m1
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do el Ct de la muestra para el gen objeto de estudio y el Ct de la muestra para el gen 
endógeno (ΔCt muestra = Ct gen diana – Ct gen endógeno). Posteriormente, se calcula la diferencia 
entre el ∆Ct de la muestra tumoral con respecto a la muestra control (ΔΔCt = ΔCt muestra 
tumoral – ΔCt muestra no tumoral), en nuestro caso, la muestra de tejido no tumoral del mismo 
paciente. Para aplicar dicho método, es necesario que la eficiencia de amplificación de 
ambos genes sea similar y óptima; en el caso del empleo de sondas TaqMan® se conside-
ra del 100% (E = 2). Por tanto, la cuantificación relativa o RQ (relative quantification), ex-
presada como un valor exponencial, fue RQ = 2- ΔΔCt. 
 
3.5.3.2 ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA MEDIANTE MATRICES PERSONALIZADAS. 
 
Se trata de una técnica que nos permite analizar de una sola vez, la expresión de va-
rios genes de nuestra elección en las muestras objeto de estudio. De esta forma, se cuan-
tificó la expresión de 31 genes codificantes para distintas proteasas relacionadas con el 
desarrollo del cáncer gástrico, por PCR cuantitativa a tiempo real mediante el empleo del 
sistema TaqMan® Array Micro Fluidic Cards (Life Technologies, EE.UU.). Para ello, se diseñó 
una matriz a medida, cuyos pocillos estaban marcados con TaqMan® Gene Expression 
Assays específicos para cada uno de los 31 genes seleccionados. Se incluyó también en la 
placa el análisis correspondiente a la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), 
que fue usado, de nuevo, como control interno. En cada una de dichas placas se analizó la 
muestra de tejido tumoral, y la correspondiente muestra de tejido no tumoral, de cada 
paciente, que fue tomada como referencia. 
 
Se preparó una 
dilución de 2 ng/µl, de 
ADNc de cada mues-
tra, en 100 µl de AUE; 
a los que se añadieron 
100 µl de TaqMan® 
Gene Expression Mas-
ter Mix (Life Technologies, EE.UU.). Se transfirieron 100 µl de la mezcla a cada uno de los 
reservorios correspondientes (dos para cada muestra), situados en la parte superior de la 
placa, desde los que fue accediendo por capilaridad a cada uno de los pocillos, tal y como 
se muestra en la Figura 3.13. 
Figura 3.13       
Esquema sobre el 
llenado de las Ta-
qMan® Array Micro 
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 Una vez que la placa estaba totalmente cargada, se introdujo en el 7900 HT Fast 
Real-Time PCR System (Life Technologies, EE.UU.), y se sometió al mismo ciclo de amplifi-
cación descrito en el apartado anterior para la Q-PCR mediante sondas TaqMan®; al igual 
que los resultados, que fueron analizados siguiendo el mismo método (Livak y Schmitt-
gen, 2001). Las características de las sondas TaqMan® utilizadas en el diseño de la placa 
se muestran en la Tabla 3.10.   
 
 
Tabla 3.10      
Características de 
las sondas TaqMan® 
usadas en las Ta-
qMan® Array Micro 
Fluidic Cards. 





ACE Humano NM_000789.3 74 Hs00174179_m1
ADAM10 Humano NM_001110.2 83 Hs00153853_m1
ADAM12 Humano NM_003465.3 82 Hs01106104_m1
ADAM15 Humano NM_003815.4 74 Hs00984794_m1
ADAM23 Humano NM_003812.3 110 Hs00187022_m1
ADAM9 Humano NM_003816.2 64 Hs00177638_m1
ADAMTS18 Humano NM_199355.2 81 Hs00373501_m1
CASP1 Humano NM_001223.4 113 Hs00236158_m1
CASP3 Humano NM_004346.3 100 Hs00234387_m1
CASP5 Humano NM_004347.3 143 Hs00362072_m1
CTSB Humano NM_001908.3 99 Hs00947439_m1
CTSD Humano NM_001909.4 103 Hs00157205_m1
CTSL Humano NM_001912.4 88 Hs00266474_m1
DHH Humano NM_021044.2 98 Hs00368306_m1
GAPDH Humano NM_002046.4 124 Hs99999905_m1
HTRA-2 Humano NM_013247.4 59 Hs00234883_m1
IHH Humano NM_002181.3 103 Hs01081801_m1
KLK10 Humano NM_002776.4 71 Hs00173611_m1
KLK6 Humano NM_002774.3 119 Hs00160519_m1
MMP1 Humano NM_002421.3 64 Hs00899658_m1
MMP13 Humano NM_002427.3 91 Hs00233992_m1
MMP14 Humano NM_004995.3 66 Hs00237119_m1
MMP2 Humano NM_004530.4 83 Hs00234422_m1
MMP3 Humano NM_002422.3 126 Hs00968305_m1
MMP7 Humano NM_002423.3 101 Hs00159163_m1
MMP9 Humano NM_004994.2 79 Hs00957555_m1
SERPINE1 Humano NM_000602.4 82 Hs00167155_m1
SHH Humano NM_000193.2 99 Hs01123832_m1
TIMP1 Humano NM_003254.2 104 Hs00171558_m1
TIMP2 Humano NM_003255.4 73 Hs00234278_m1
TIMP3 Humano NM_000362.4 66 Hs00927216_m1
UCHL-1 Humano NM_004181.4 100 Hs00188233_m1
 






3.6.1 ANÁLISIS DE TERRA POR PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL        
MEDIANTE SYBR Green®. 
 
La cuantificación de los niveles de TERRA se realizó por PCR cuantitativa a tiempo 
real, usando como fluoróforo SYBR Green®. La metodología fue similar a la utilizada para 
la determinación de la longitud telomérica por la misma técnica. La principal diferencia 
entre ambos experimentos es que, en este caso, el análisis se realiza a partir de ADNc.  
 
Se realizaron dos reacciones de amplificación por muestra, cada una de las cuales 
contenía 40 ng de ADNc, a los que se añadieron 5 µl de la mezcla de reacción FastStar 
Universal SYBR Green Master (ROX) 2X (ROCHE, Alemania), y los primers correspondientes 
para la amplificación del ARN telomérico, y del gen de copia única RPLP0, utilizado como 
control, en 10 µl de volumen final. En este caso, se usaron los mismos primers y en las 
mismas condiciones que para la determinación de la longitud telomérica (véase apartado 
3.3.2), ya que la secuencia de TERRA es un tránscrito de la misma. Por lo tanto, se emplea-
ron 900 nM del primer forward y 300 nM del primer reverse para la amplificación de TE-
RRA, y 500 nM del primer forward y 300 nM del primer reverse para la amplificación del 
gen de copia única RPLP0. 
 
Las curvas estándar para determinar la eficiencia del experimento se realizaron tam-
bién mediante diluciones 1/10 de ADN de células HeLa, y la muestra de referencia utiliza-
da fue el tejido no tumoral de cada paciente. Todas las muestras se amplificaron por tri-
plicado en el 7900 HT Fast Real-Time PCR System (Life Technologies, EE.UU.), y los resul-
tados fueron analizados según el método de Pfaffl (Pfaffl, 2001), teniendo en cuenta la 
eficiencia de cada uno de los experimentos realizados. 
3.6 
CUANTIFICACIÓN DEL 
ARN TELOMÉRICO (TERRA) 
 




El análisis estadístico de los resultados se desarrolló mediante el uso del software 
IBM SPSS Statistics 19.0 (International Business Machines, EE.UU.). El análisis del grado de 
asociación entre dos variables nominales, se realizó mediante el estadístico de contraste 
Chi-cuadrado (χ2), asumiendo una asociación de dependencia si p < 0.05. En el caso de 
comparar una variable cuantitativa frente a una variable categórica, se llevó a cabo un 
análisis previo para conocer si dicha variable cumplía los requisitos de normalidad en su 
distribución. Para ello, se utilizaron las pruebas de Kolmogorov-Smirnov, y Shapiro-Wilk, 
asumiendo que la variable presentaba una distribución normal si el valor de p era > 0.05. 
Cuando dicho criterio se cumplía, se llevó a cabo una comparación de los intervalos de 
confianza de las medias, mediante la prueba t de Student en el caso de un estudio entre 
dos grupos; o bien, se usó el análisis de la varianza (ANOVA de una vía) para comparar 
medias de tres o más grupos. En el caso de no cumplir los criterios de normalidad, las 
pruebas no paramétricas utilizadas fueron U de Mann-Whitney, y Kruskal Wallis, respecti-
vamente.  
 
Para comparar diferencias entre las medias de dos variables cuantitativas relaciona-
das, se utilizó como prueba no paramétrica la prueba de rangos de Wilcoxon. Las diferen-
cias fueron consideradas estadísticamente significativas cuando el valor de p era < 0.05; y 
se calculó el error típico (e.t.) para determinar la desviación de la media para cada varia-
ble. 
  
Se utilizaron técnicas de correlación para evaluar la fuerza de asociación entre dos 
variables cuantitativas. Esta relación viene determinada por el coeficiente de correlación 
de Pearson, cuyo cálculo es paramétrico, o bien, por el coeficiente de correlación Rho de 
Spearman, en el caso de que las variables se consideren no paramétricas. Ambos coefi-
cientes son valores adimensionales, y nos dan idea del grado de relación existente entre 
dos variables, y si esta relación es directa o indirecta. Si r < 0.3, la asociación entre dos 
3.7 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
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variables es débil; si el valor de r está comprendido entre ≥ 0.3 y ≤ 0.7, la asociación es 
moderada; mientras que si r es > 0.7, la asociación es fuerte. Se utilizaron también técni-
cas de regresión para determinar si esta relación, entre dos variables cuantitativas, era 
lineal o no. 
 
Los estudios de pronóstico se llevaron a cabo siguiendo el método de Kaplan-Meier, 
estimando la significación estadística mediante el test de Log-Rank, cuando p fue < 0.05. 
Este método nos da idea de la probabilidad de no recurrencia de cada paciente, a lo largo 
del tiempo. Para ello, se empleó el intervalo libre de enfermedad (ILE), definido como el 
tiempo en meses transcurrido desde la resección quirúrgica hasta la detección de recidiva 
tumoral, tomando como valor medio de seguimiento de los pacientes 5 años. Aquellos 
pacientes cuyo seguimiento no fue completo debido a una pérdida de contacto con ellos 
en un instante determinado, o bien no había recidivado en la fecha de finalización del 
estudio, se consideraron como casos censurados. Así mismo, se excluyeron de este tipo 
de análisis aquellos pacientes que presentaron tumores gástricos de estadio IV, o bien, 
sufrieron muerte post-operatoria. En los casos en los que fue necesario, se llevó a cabo un 
análisis multivariable por regresión de Cox para identificar qué factores tienen, de forma 
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4.1.1 CLASIFICACIÓN DE LA POBLACIÓN DE TUMORES GÁSTRICOS EN  
FUNCIÓN DEL GRADO DE INESTABILIDAD EN MICROSATÉLITES. 
 
Se procedió a la clasificación de la población de tumores gástricos objeto de estudio, 
en función de su grado de inestabilidad en secuencias microsatélite. Para ello, se selec-
cionó el panel de referencia descrito por Suraweera en 2002 (Suraweera et al., 2002), el 
cual establecía cinco secuencias repetitivas como marcadores para la identificación de 
este tipo de alteraciones, por la frecuente presencia de inestabilidad en sus regiones mi-
crosatélite. 
 
De las 85 muestras que formaron parte de la población de tumores de estómago, 
dos de ellas no pudieron ser analizadas por degradación del ADN extraído, haciendo im-
posible su inclusión en este estudio. En total, 15 (18.1%) de las muestras mostraron un 
perfil de alta inestabilidad, ya que presentaron alteraciones en dos o más de los marcado-
res analizados y, por tanto, fueron clasificadas como tumores con alta inestabilidad en 
secuencias microsatélite (MSI-H) (Figura 4.1). Los tumores gástricos clasificados en el gru-
po de alta inestabilidad en microsatélites se consideran desarrollados por la vía del feno-
tipo mutador, ya que la presencia de este tipo de mutaciones es una característica propia 
de esta vía carcinogénica. Las restantes 68 (81.9%) muestras fueron clasificadas como de 
baja inestabilidad en secuencias microsatélite o estables (MSI-L/MSS), al presentar inesta-
bilidad en uno o ninguno de los marcadores, respectivamente (Tabla 4.1).  
4.1 
FENOTIPO MUTADOR  
EN CÁNCER GÁSTRICO 
Tabla 4.1  
Clasificación   
de la población 
de tumores 
gástricos según 
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Se ha descrito que los tumores que presentan un bajo grado de inestabilidad (MSI-L) 
muestran parámetros clínicos y patológicos muy similares a aquellos tumores considera-
dos como estables (MSS), por esta razón, se decidió clasificarlos dentro de un mismo 
grupo (Boland et al., 1998; Gafà et al., 2000).  
 
La presencia de inestabilidad en microsatélites juega un importante papel en el desa-
rrollo del cáncer gástrico. Los tumores desarrollados por la vía del fenotipo mutador se 
caracterizan por presentar este tipo de mutaciones en los genes responsables de las vías 
de reparación del ADN (MMR, mismatch repair genes); así como cambios epigenéticos en 
las regiones promotoras de estos genes, lo que provoca el silenciamiento de su transcrip-
ción (Shokal y Sharma, 2012). La inestabilidad en microsatélites fue primeramente asocia-
da al desarrollo de tumores colorrectales hereditarios no polipósicos (HNPCC). Más tarde, 
se observaron este tipo de alteraciones en, aproximadamente, un 12 - 15% de los tumo-
res colorrectales de origen esporádico (Lin et al., 2012). Posteriormente, la vía del fenotipo 
mutador fue asociada con otros tipos tumorales, como el cáncer de estómago, el cáncer 
de endometrio y el cáncer de ovario principalmente. Además, se ha observado que una 
pequeña proporción de algunos tipos de cáncer de pulmón, de mama o de piel también 
se desarrollan por esta vía carcinogénica (Boland et al., 1998).  
 
Son muchos los estudios que han investigado la implicación de la inestabilidad en 
microsatélites en el desarrollo de los carcinomas gástricos. El porcentaje de tumores de 
estómago que presentan inestabilidad en microsatélites es superior al observado en cán-
cer colorrectal, ya que se encuentra en el 15 - 25% de los casos (Halling et al., 1999; Fal-
chetti et al., 2008; Corso et al., 2009). En nuestra población de pacientes afectados de 
Figura 4.1  






varios de sus 
marcadores.  
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 cáncer de estómago se encontró que un 18.1% de ellos presentaban tumores desarrolla-
dos por esta vía carcinogénica y, por tanto, se mantenía la concordancia con los datos 
encontrados en la literatura respecto al porcentaje de tumores atribuibles a este tipo de 
alteraciones. En todos estos estudios, se observa además que los tumores gástricos con 
inestabilidad en microsatélites presentan una serie de características clínico-patológicas 
concretas, contribuyendo a considerarlos como un grupo independiente de tumores de 
estómago. 
 
4.1.1.1 INESTABILIDAD EN MICROSATÉLITES Y VARIABLES CLÍNICO-PATOLÓGICAS. 
 
Una vez clasificada nuestra población de tumores gástricos según su grado de ines-
tabilidad en microsatélites, se realizó un estudio comparativo de los grupos en relación 
con las variables clínico-patológicas disponibles.  
 
No se encontraron diferencias significativas en cuanto a la distribución de los pacien-
tes con tumores MSI-H frente a los MSI-L/MSS en relación al sexo o la edad; sin embargo, 
se encontraron diferencias próximas a la significación estadística en relación al tipo histo-
lógico de los tumores, y su localización. De los 14 tumores MSI-H de los que se disponía 
de esta información, 12 (85.7%) fueron histológicamente clasificados como tipo intestinal, 
frente a 2 (14.3%) que presentaron una histología de tipo difuso (p = 0.058; Chi-
cuadrado). Respecto a la localización anatómica del tumor, el 100% de los tumores gástri-
cos desarrollados por la vía del fenotipo mutador mostraron tener una localización distal 
o media (p = 0.070; Chi-cuadrado). 
 
También se observó una asociación significativa entre el grado de inestabilidad en 
microsatélites y el grado de invasión ganglionar, ya que 9 de los 15 pacientes con tumo-
res MSI-H (60.0%) no mostraron ningún ganglio afectado, frente a 20 de los 63 (31.7%) 
pacientes con tumores MSI-L/MSS; siendo esta asociación significativa      (p = 0.042; Chi-
cuadrado). Además, cabe destacar también que ninguno de los pacientes con tumores de 
alta inestabilidad en microsatélites presentaba metástasis en el momento de la interven-
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Respecto al estudio en el que relacionamos la inestabilidad en microsatélites con las 
distintas características de los tumores de estómago analizados, los resultados obtenidos 
en esta tesis concuerdan con los descritos en la literatura, ya que los tumores gástricos 
MSI-H mostraron un perfil clínico-patológico específico, caracterizado por variables re-
presentativas de tumores menos agresivos. Los pacientes con este tipo de tumores pre-
sentaron un menor grado de invasión ganglionar y ausencia de metástasis en el momen-
to de la intervención quirúrgica. Además, los pacientes estaban afectados por cánceres 
clasificados en estadios tempranos de la enfermedad. Estos cánceres se desarrollaron 
mayoritariamente en una localización distal del estómago y con preferencia por el tipo 
histológico intestinal de la clasificación de Lauren. 
 
Previamente, se había descrito, en una población de 159 pacientes afectados de cán-
cer gástrico, que los tumores con inestabilidad en microsatélites se correspondían mayo-
ritariamente con un tipo histológico intestinal y mostraban localización distal. Además, los 
pacientes afectados con este tipo de tumores presentaban mayor tiempo de superviven-
Tabla 4.2         
Clasificación de la 
población de tumo-
res gástricos según 
su inestabilidad en 
microsatélites y su 





Varón 46 38 (82.6) 8 (17.4)
Mujer 37 30 (81.1) 7 (18.9)
≤ 73 años 42 33 (78.6) 9 (21.4)
> 73 años 40 34 (85.0) 6 (15.0)
Difuso 26 24 (92.3) 2 (7.70)
Intestinal 46 34 (73.9) 12 (26.1)
Proximal 12 12 (100.0) 0 (0.0)
Distal, medio 63 49 (77.8) 14 (22.2)
T1, T2 26 23 (88.5) 3 (11.5)
T3, T4 52 40 (76.9) 12 (23.1)
N0 29 20 (69.0) 9 (31.0)
N1, N2, N3 49 43 (87.7) 6 (12.3)
M0 70 55 (78.6) 15 (21.4)
M1 8 8 (100.0) 0 (0.0)
Ia, Ib 17 13 (76.5) 4 (23.5)
I Ia, I Ib 22 16 (72.7) 6 (27.3)
I I Ia, I I Ib, I I Ic 31 26 (83.9) 5 (16.1)
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 cia medio en el estudio pronóstico a 15 años (Falchetti et al., 2008). Otro estudio realizado 
en Italia en 250 pacientes afectados de cáncer de estómago, mostró que los 63 pacientes 
con tumores MSI-H presentaban asociaciones significativas con un menor grado de infil-
tración local, menor grado de invasión ganglionar y ausencia de metástasis; así como con 
una localización distal del tumor y un fenotipo histológico intestinal. La tasa de supervi-
vencia, en este caso, también fue favorable en un estudio pronóstico a cinco años (Corso 
et al., 2009). 
  
Otros trabajos ponen de manifiesto una asociación entre la presencia de inestabili-
dad en microsatélites y el sexo o la edad de los pacientes, siendo ésta más frecuente en 
mujeres y personas con edades más avanzadas. En nuestro caso esta asociación no fue 
significativa (Lee et al., 2002; Park et al., 2013). 
 
4.1.1.2 ESTUDIO PRONÓSTICO EN RELACIÓN CON LA INESTABILIDAD EN             
SECUENCIAS MICROSATÉLITE DE LOS TUMORES GÁSTRICOS. 
 
Se realizó un estudio de pronóstico en relación con el grado de inestabilidad en se-
cuencias microsatélite de la población de pacientes afectados de cáncer gástrico. Forma-
ron parte del estudio pronóstico 63 pacientes que cumplían los requisitos descritos en el 
apartado 3.7 de esta tesis. El tiempo de seguimiento de la serie fue de 5 años.  
 
De los 15 pacientes afectados de tumores con inestabilidad en microsatélites, se ob-
servó recidiva de la enfermedad en el 14.3% de los casos (2 de 15 pacientes en total); 
mientras que en el grupo de pacientes que habían desarrollado tumores de baja inestabi-
lidad o estables, su índice de recidiva fue del 43.7% de los casos (21 de 48 pacientes en 
total). Según el análisis de Kaplan-Meier, el intervalo libre de enfermedad estimado fue 
superior en el caso de los pacientes con tumores MSI-H, en comparación al grupo de 
pacientes con tumores MSI-L/MSS. En el primer grupo, el intervalo libre de enfermedad 
estimado fue de 52.79 ± 4.72 meses (media ± error típico) frente a 36.35 ± 3.86 meses, en 
el segundo grupo.  
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Como se puede observar en la Figura 4.2, la probabilidad de recidiva de la enferme-
dad en los casos con tumores gástricos con alta inestabilidad en microsatélites es menor, 
confiriendo un significativo mejor pronóstico a este grupo de pacientes (p = 0.030; Log-
Rank).  
 
Con objeto de determinar si la inestabilidad en microsatélites representaba un factor 
de buen pronóstico, independiente de las variables clínico-patológicas del propio tumor; 
se procedió a la realización de un análisis multivariable de Cox. Como variable relacionada 
con el pronóstico se decidió incluir en este análisis el estadio tumoral, tras la realización 
de un análisis uni-variable. En este se determinó la relación directa del estadio tumoral 
con el pronóstico de los pacientes, con un nivel de significación de p < 0.001. Tal como se 
observa en la Tabla 4.3, la presencia de alta inestabilidad en microsatélites resultó ser un 
factor de buen pronóstico, independientemente del estadio tumoral. El riesgo relativo de 
padecer una recidiva fue 4.86 veces superior en el caso de pacientes que presentaron 
tumores de baja inestabilidad o estables, frente a aquellos pacientes con tumores de alta 
inestabilidad en microsatélites. 










p = 0.030 
Tabla 4.3           
Regresión de Cox 
considerando el esta-
dio tumoral y la ines-
tabilidad en microsa-
télites de la población 
de tumores gástricos 
seleccionados para el 
estudio pronóstico. 
ESTADIO
(I vs. II, III)
RER
(MSI-L/MSS vs. MSI-H)




confianza del 95% p*
0.072 0.010 - 0.539 0.010
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 Por lo tanto, el estudio pronóstico reveló que la presencia de un alto grado de ines-
tabilidad en microsatélites era una característica favorable para los pacientes. Aquellos 
que presentaron este tipo de tumores mostraron una tasa mayor de tiempo libre de en-
fermedad. Solamente dos de los pacientes desarrollaron recidiva durante los cinco años 
posteriores a la resección quirúrgica, respecto al grupo de afectados de tumores (MSI-
L/MSS), cuyo intervalo libre de enfermedad fue inferior.  
 
El diferente pronóstico clínico que presentan los pacientes afectados de tumores 
desarrollados por la vía del fenotipo mutador ha sido ampliamente estudiado, habiendo 
sido descrito que la inestabilidad en microsatélites representa un factor protector en el 
cáncer gástrico (Kim et al., 2010; Fang et al., 2012). Un estudio de pronóstico realizado en 
169 casos de pacientes con adenocarcinoma gástrico, reveló que los tumores MSI-H con-
fieren un tiempo de supervivencia dos veces superior que los tumores MSI-L o MSS; estos 
últimos, además, presentaban mayor tendencia a desarrollar metástasis durante el perio-
do de seguimiento (Schneider et al., 2000). Otro trabajo posterior, realizado en pacientes 
que fueron sometidos a cirugía de intención curativa, mostró que los pacientes con tumo-
res MSI-H presentaban una mejor tasa de supervivencia tras cinco años de seguimiento y 
mayor intervalo de tiempo libre de enfermedad, considerando los tres años siguientes a 
la cirugía (Fang et al., 2012).  
 
En el caso del cáncer colorrectal, los pacientes afectados de tumores con inestabili-
dad en microsatélites también presentan mayores tasas de supervivencia global, así como 
de intervalo de tiempo libre de recidiva, por lo que muchos estudios consideran la pre-
sencia de este tipo de alteraciones como un factor pronóstico favorable en cáncer de 
colon (Hong et al., 2012; Lin et al., 2012). Sin embargo, para el cáncer de endometrio, la 
influencia de la inestabilidad en microsatélites en el pronóstico de los pacientes no está 
tan clara. Una revisión de los últimos estudios de pronóstico realizados en este tipo tu-
moral, pone de manifiesto que los resultados obtenidos son contradictorios, ya que, aun-
que algunos estudios asocian la presencia de inestabilidad en microsatélites con un mejor 
pronóstico de los pacientes, los resultados entre ellos son muy heterogéneos; mientras 
que otros asocian la presencia de este tipo de alteraciones con una tasa de supervivencia 
desfavorable, aunque no de forma significativa (Diaz-Padilla et al., 2013). 
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El hecho de que nuestros resultados concuerden con estudios anteriores, ayuda a 
sustentar la utilidad de la detección de inestabilidad en microsatélites como herramienta 
para la clasificación de los carcinomas gástricos, con un claro significado pronóstico. 
Además contribuye a considerar nuestra población como representativa, para dar validez 
a los estudios moleculares posteriores. Por lo tanto, los carcinomas gástricos desarrolla-
dos por la vía del fenotipo mutador constituyen un subgrupo de tumores con un pronós-
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4.2.1 DETERMINACIÓN DE LA LONGITUD TELOMÉRICA EN TUMORES     
GÁSTRICOS. RELACIÓN CON LAS VARIABLES CLÍNICO-PATOLÓGICAS E    
IMPACTO PRONÓSTICO.  
 
Se procedió a determinar la longitud telomérica de las 85 muestras de cáncer gástri-
co que formaban parte de la población objeto de estudio. Esta determinación se realizó 
tanto en el tejido tumoral como en una muestra de tejido no tumoral de cada paciente, 
mediante la determinación de la longitud media de los fragmentos de restricción telomé-
rica (TRF). Posteriormente, los resultados fueron validados mediante la determinación de 
la longitud telomérica por PCR cuantitativa a tiempo real (Q-PCR), en un subgrupo de 
casos de dicha población.  
 
4.2.1.1 DETERMINACIÓN DE LA LONGITUD DE LOS FRAGMENTOS DE RESTRICCIÓN 
TELOMÉRICA (TRF). 
 
Para cada una de las muestras se determinó el valor de la longitud telomérica media 
en kilo bases (kb), en función de la distinta intensidad obtenida tras la hibridación de los 
fragmentos de restricción, con una sonda específica para las repeticiones teloméricas y su 
posterior revelado por quimioluminiscencia. La imagen resultante fue densitometrada y 
analizada, comparando el perfil de cada una de las muestras cuando se representa la 
intensidad de señal frente a la distancia de migración, con el perfil obtenido del marcador 
de peso molecular utilizado en la técnica (Figura 4.3). De esta forma, se obtiene un valor 
medio de longitud correspondiente a la media de longitudes de todos los fragmentos de 






EN CÁNCER GÁSTRICO 
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La longitud media de los telómeros de las muestras no tumorales fue de 5.96 ± 0.23 
kb (media ± error típico), mientras que la longitud media de los telómeros de las mues-
tras tumorales fue de 5.25 ± 0.28 kb. Los telómeros de las muestras tumorales fueron 
significativamente más cortos que los telómeros del tejido no tumoral, usado como refe-
rencia (p = 0.001; Wilcoxon). Una de las 85 muestras no pudo ser analizada por falta de 
suficiente tejido disponible. Se observó además, la existencia de una correlación positiva 
entre la longitud de los telómeros de las muestras no tumorales y la longitud de los teló-
meros de las muestras tumorales (coeficiente de correlación r = 0.479; p < 0.001; Rho de 
Spearman) (Figura 4.4). 
 
Posteriormente, se utilizaron los valores de la longitud telomérica de los tejidos no 
tumoral y tumoral de cada paciente para determinar el ratio T/N. Este ratio se define co-
mo el cociente entre la longitud telomérica de la muestra tumoral (TRF T), y la longitud 
telomérica de la muestra no tumoral (TRF N). Se consideraron tumores con acortamiento 
telomérico aquellos que mostraron un ratio T/N inferior a 1, y tumores con mantenimien-
to o alargamiento telomérico aquellos con un ratio T/N igual o superior a 1. La media del 
ratio T/N de la población fue de 0.92 ± 0.04 (media ± error típico). De las 84 muestras 
Figura 4.3         
Análisis por southern-
blot de los fragmen-
tos de restricción 
telomérica de las 
muestras no tumorales 
(N) y tumorales (T), 
de cuatro pacientes 
(P) afectados de 
cáncer gástrico.                        
PM = Peso molecular, 
C = Control. 
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 analizadas, 54 (64.3%) mostraron una longitud media de sus telómeros inferior al de la 
correspondiente muestra control; mientras que 30 (35.7%) de las 84 muestras analizadas 
mostraron mantenimiento o elongación de sus telómeros.  
 
La inestabilidad genómica es uno de los factores clave que contribuyen  al desarrollo 
del cáncer. Un acortamiento progresivo de los telómeros, tras sucesivos ciclos de replica-
ción, resulta en telómeros disfuncionales que contribuyen a la acumulación de inestabili-
dad genómica en las células y, finalmente, favorece el desarrollo de un carcinoma (Mur-
nane, 2010).  
 
Por lo tanto, el acortamiento telomérico es uno de los primeros eventos que se pro-
ducen, junto con la inestabilidad cromosómica y la pérdida de función de genes regula-
dores como TP53, durante la transformación de una lesión displásica precursora hacia el 
desarrollo de un tumor gástrico maligno (Chin et al., 1999). La presencia de telómeros 
cortos y alteraciones en los genes implicados en la bilogía de los telómeros, constituyen 
eventos moleculares que se producen, frecuentemente, en pacientes con síndromes rela-
cionados con una predisposición al cáncer.  
 
En los últimos años, el número de estudios destinados a conocer la relación entre 
disfunción telomérica y cáncer se ha incrementado considerablemente. Un meta-análisis 
de todas las publicaciones relacionadas con este tema, pone de manifiesto una asociación 
entre el acortamiento telomérico y el desarrollo de algunos tipos de cáncer, como el cán-
Figura 4.4       
Correlación entre la 
longitud de los 
telómeros de las 
muestras no tumora-
les (TRF N) y de las 
muestras tumorales 
(TRF T) en cáncer 
gástrico. 
p < 0.001 
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cer de esófago, el cáncer de ovario, el cáncer gástrico, el cáncer de riñón o el cáncer de 
cabeza y cuello. Para otros tipos tumorales, esta relación aún no es tan clara (Wentzensen 
et al., 2011). Nuestro propio grupo de investigación ha puesto de manifiesto anteriormen-
te la existencia de un acortamiento telomérico significativo en las células tumorales de 
pacientes afectados de cáncer colorrectal (Garcia-Aranda et al., 2006) y, posteriormente, 
en tumores no microcíticos de pulmón (Frías et al., 2008).  
 
Los resultados de esta tesis muestran una longitud telomérica inferior en las mues-
tras de tejido tumoral respecto a la longitud telomérica de las células del tejido no tumo-
ral adyacente para los pacientes afectados de cáncer gástrico, definiéndose el grado de 
acortamiento para cada uno de los casos. Anteriormente, otros trabajos habían relaciona-
do el acortamiento telomérico con el cáncer gástrico. Un estudio realizado en una pobla-
ción con alto riesgo de padecer este tipo de tumores, relacionó la presencia de acorta-
miento telomérico con los principales factores de riesgo implicados en la carcinogénesis 
gástrica, como es la presencia de infección por Helicobacter pylori, el tabaco, o una dieta 
inadecuada (Hou et al., 2009). Otro estudio realizado en una población de China demos-
tró que pacientes afectados de cáncer gástrico presentaban telómeros de longitudes infe-
riores a los casos controles, y se asoció con un aumento significativo del riesgo de desa-
rrollar un tumor (Liu et al., 2009). 
 
4.2.1.2 VALIDACIÓN DE LA LONGITUD TELOMÉRICA POR PCR CUANTITATIVA A 
TIEMPO REAL. 
 
En un grupo de muestras, incluidas en el análisis anterior, se realizó también la medi-
da de la longitud telomérica por PCR cuantitativa a tiempo real (Q-PCR). El objetivo con-
sistió en validar los resultados de longitud telomérica obtenidos por TRF, y la puesta a 
punto en nuestro laboratorio de una nueva técnica de medida de longitud de telómeros, 
más rápida, y más económica que el análisis por southern-blot. En este caso, el dato obte-
nido no es una medida exacta de la longitud telomérica, sino un valor denominado ratio 
T/S, que nos da idea de la longitud relativa de cada muestra, ya sea control o tumoral, 
respecto a un ADN de referencia.  
 
Esta técnica se realizó en 68 de los 84 pacientes que formaron parte del estudio de 
medida de la longitud telomérica de los fragmentos de restricción terminal, tanto en las 
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 muestras tumorales como en las correspondientes muestras no tumorales. Tras el análisis, 
se obtuvo una longitud telomérica relativa de 1.43 ± 0.06 (media ± error típico) en el caso 
de las muestras de tejido no tumoral, y de 1.18 ± 0.03 en el caso de las muestras de tejido 
tumoral. La prueba de Wilcoxon demostró diferencias significativas entre la longitud rela-
tiva de los telómeros de las muestras control y la longitud relativa de los telómeros de las 
muestras tumorales, con un nivel de significación de p < 0.001, igual que el obtenido en 
el análisis por TRF. Con estos datos se calculó el grado de acortamiento presente en los 
telómeros de las muestras tumorales respecto a sus muestras control. El ratio T/N fue 
definido como el ratio entre la longitud relativa de los telómeros en el tejido tumoral y la 
longitud relativa de los telómeros en el tejido no tumoral, siendo el valor medio obtenido 
de 0.88 ± 0.03 (media ± error típico).  
 
Para comparar los resultados obtenidos por ambos métodos, se realizó un análisis de 
correlación entre el ratio T/S de cada una de las muestras analizadas, y su longitud telo-
mérica medida por TRF. El coeficiente de correlación encontrado fue de r = 0.786 p < 
0.001; Rho de Spearman; que muestra que el grado de similitud entre ambas técnicas es 
elevado (Figura 4.5 (A)). En el caso del grado de acortamiento telomérico que presenta-
ban los tumores, también se estableció una asociación entre los ratios T/N obtenidos por 
cada una de las técnicas. En este caso el nivel de asociación fue moderado, siendo el coe-
ficiente de correlación de r = 0.629 p < 0.001; Rho de Spearman (Figura 4.5 (B)). Estos 
datos indicaron que existía una fuerte relación entre los resultados obtenidos por ambos 
procedimientos.  
 
Figura 4.5         
Análisis comparati-
vo entre las técnicas 
TRF y Q-PCR para 
la medición de 
telómeros. (A) 
Análisis de correla-
ción entre la longi-
tud telomérica 
medida por TRF y 
la longitud telomé-
rica relativa obte-
nida por Q-PCR. (B) 
Análisis de correla-
ción de los ratios 
T/N obtenidos por 
ambos métodos. 
(B) (A) 
p < 0.001 p < 0.001 
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4.2.1.3 LONGITUD TELOMÉRICA Y SU RELACIÓN CON LAS VARIABLES                   
CLÍNICO-PATOLÓGICAS. 
 
Se procedió a estudiar la relación existente entre la longitud de los telómeros de las 
muestras no tumorales y tumorales de la población de tumores gástricos, con las distintas 
variables clínico-patológicas consideradas en el estudio.  
 
Los resultados obtenidos, mostraron una asociación significativa entre la longitud 
media de los telómeros de las muestras tumorales con respecto al tipo histológico del 
tumor (p = 0.041; U de Mann-Whitney). Los carcinomas gástricos de tipo intestinal pre-
sentaban telómeros significativamente más cortos (4.89 ± 0.40 kb), que los tumores de 
tipo difuso (5.80 ± 0.46 kb).  
 
Se observó un incremento en la longitud de los telómeros en los tumores que pre-
sentaban mayor tamaño, mayor grado de invasión hacia los ganglios linfáticos, así como, 
en aquellos casos que habían desarrollado metástasis en el momento de la intervención, 
siendo esta asociación estadísticamente significativa solamente en el último caso. El gru-
po de pacientes con ausencia de metástasis, mostró una longitud media de los telómeros 
tumorales inferior al grupo de pacientes en los que se había diagnosticado una metástasis 
(5.02 ± 0.31 kb vs. 6.45 ± 0.55 kb) (p = 0.024; U de Mann-Whitney). Nuestros resultados 
mostraron además, que la longitud telomérica en estadios tempranos de la enfermedad 
era menor que la observada en tumores de estadios más avanzados, pero de nuevo esta 
asociación no fue significativa.  
 
Respecto a la longitud telomérica medida en las muestras de tejido no tumoral, no se 
encontraron diferencias significativas con ninguna de las variables clínico-patológicas 
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Se relacionó también el grado de acortamiento telomérico de los tumores gástricos, 
con los parámetros clínicos de la población objeto de estudio. En este caso, se observó 
que los tumores gástricos de tipo intestinal mostraban un significativo mayor grado de 
acortamiento en sus telómeros (0.84 ± 0.05), en comparación a los tumores gástricos de 
tipo difuso (1.02 ± 0.09); que incluso presentaban un ligero alargamiento en los telóme-
ros respecto a la longitud de los telómeros de las muestras de tejido no tumoral (p = 
0.020; U de Mann-Whitney). 
 
Con respecto a las características TNM de los tumores de estómago, el grado de 
acortamiento telomérico fue mayor en el grupo de cánceres primarios clasificados como 
T1 y T2 (0.74 ± 0.05 vs. 0.99 ± 0.06; p = 0.001; U de Mann-Whitney). Si tenemos en cuenta 
el grado de invasión ganglionar, los pacientes que no presentaron afectación de los gan-
glios linfáticos (N0) también mostraron un nivel de acortamiento telomérico significati-
vamente mayor que los pacientes que sí sufrieron invasión ganglionar (0.80 ± 0.05 vs. 
0.97 ± 0.06; p = 0.029; U de Mann-Whitney). Así mismo, los telómeros tumorales de los 
pacientes con ausencia de metástasis (M0) tenían un grado de acortamiento de 0.89 ± 
0.05, respecto al 1.09 ± 0.09 que mostraban los telómeros tumorales de los pacientes con 
Tabla 4.4             
Correlaciones entre  
las distintas variables 
clínico-patológicas 
estudiadas en cáncer 
gástrico y la longitud 
telomérica media de 
las muestras no tumo-
rales (TRF N) y las 
muestras tumorales 
(TRF T). (* U de Mann-
Whitney y Kruskal-
Wallis). 
Nº casos p* p*
Varón 47
Mujer 37
≤ 73 años 43












I Ia, I Ib 22















5.98 ± 0.43 6.45 ± 0.55
0.024
0.083
5.99 ± 0.27 5.02 ± 0.31
































6.19 ± 0.42 4.89 ± 0.44
Longitud telomérica (kb) 
TRF TTRF N
5.67 ± 0.29 5.28 ± 0.37
4.91 ± 0.34
6.24 ± 0.36 5.33 ± 0.33
5.64 ± 0.30 5.15 ± 0.47
6.63 ± 0.44 4.93 ± 0.45
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metástasis de la enfermedad (M1), siendo estas diferencias significativas (p = 0.047; U de 
Mann-Whitney), como se observa en la Tabla 4.5. 
 
Se observó, por tanto, una relación entre el ratio T/N y el estadio tumoral de estas 
muestras, según el cual el mayor grado de acortamiento se producía en los estadios más 
tempranos de la enfermedad (0.69 ± 0.05), y disminuía en estadios más avanzados (1.09 ± 
0.09) (p = 0.005; Kruskal-Wallis) (Figura 4.6).  
Figura 4.6         
Grado de acorta-
miento de los telóme-
ros de las muestras 
tumorales respecto a 
las muestras no 
tumorales (Ratio T/N) 
según el estadio 
tumoral (±1 e.t.). 
Tabla 4.5           
Correlaciones entre 
las distintas variables 
clínico-patológicas 
estudiadas en cáncer 
gástrico y el grado 
de acortamiento 
telomérico en las 
muestras tumorales 
respecto a las mues-
tras control (ratio 






≤ 73 años 43












I Ia, I Ib 22
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 Por lo tanto, nuestros resultados demuestran que el acortamiento telomérico consti-
tuye un evento molecular que se produce durante las primeras etapas del desarrollo tu-
moral, y concuerdan con la hipótesis de que telómeros extremadamente cortos contribu-
yen al inicio de la tumorigénesis, a través de la generación de inestabilidad cromosómica 
(Cosme-Blanco y Chang, 2008). 
 
Un estudio de comparación entre la longitud telomérica en tumores gástricos de di-
ferentes estadios y de la mucosa gástrica normal, mostró una correlación positiva entre la 
disminución de la longitud telomérica y la edad de los pacientes afectados. Además, la 
longitud telomérica disminuía en los pacientes afectados de tumores en estadio I, y au-
mentaba progresivamente a medida que el estadio tumoral aumentaba, de igual forma 
que sucedía en nuestra población. Este trabajo también demostraba que los tumores 
gástricos con mayor grado de invasión, tenían longitudes teloméricas superiores a las 
longitudes de los tumores gástricos que no presentaban invasión en los ganglios linfáti-
cos (Mu et al., 2012).  
 
Cabe destacar en este apartado, la diferencia de longitud telomérica encontrada en-
tre los dos tipos histológicos considerados. Los tumores gástricos de tipo intestinal mos-
traron una longitud telomérica inferior, y mayor grado de acortamiento que los tumores 
gástricos de tipo difuso. Diferencias de este tipo fueron también encontradas por el Dr. 
Zhang y col. entre adenocarcinomas gástricos diferenciados y pobremente diferenciados 
respecto a la longitud telomérica media de ambos tipos histológicos (Zhang et al., 1998). 
 
 4.2.1.4 ESTUDIO DE PRONÓSTICO EN CÁNCER GÁSTRICO EN RELACIÓN A LA          
LONGITUD TELOMÉRICA. 
 
Con objeto de determinar el valor pronóstico que puede tener la longitud de los 
telómeros en los pacientes afectados de cáncer gástrico; realizamos un estudio de pro-
nóstico según el método de Kaplan-Meier. Para ello, primero fue necesario establecer un 
punto de corte óptimo mediante el uso de la aplicación electrónica Cutoff Finder 
(Budczies et al., 2012). De esta forma se obtiene la longitud telomérica a la que se esta-
blecían las mayores diferencias con respecto al pronóstico clínico. El punto de corte ópti-
mo se situó en 2.86 kb y, según este criterio, clasificamos la población total en dos sub-
grupos.  De los 64 pacientes que cumplían las condiciones óptimas para ser incluidos en 
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este tipo de ensayos, 53 (82.8%) mostraron una longitud telomérica tumoral superior a 
2.86 kb, mientras que los 11 (17.2%) restantes presentaron una longitud telomérica tumo-
ral inferior o igual a 2.86 kb.  
 
El número de recidivas fue 
superior en el segundo grupo de 
pacientes, de los cuales 7 (63.6%) 
mostraron una recaída de la en-
fermedad durante el periodo de 
seguimiento, en comparación con 
los 17 (32.1%) pacientes con una 
longitud media del telómero tu-
moral superior a 2.86 kb, que 
también sufrieron recidiva de la 
enfermedad. La estimación del 
intervalo libre de enfermedad 
para los pacientes con telómeros 
tumorales más cortos fue de 23.70 
± 7.13 meses, frente a los 42.93 ± 
3.47 meses del grupo de pacien-
tes con telómeros tumorales de 
longitud superior. Las diferencias 
entre ambos grupos fueron esta-
dísticamente significativas (p = 
0.015; Log-Rank), como se refleja 
en la Figura 4.7.  
 
Siguiendo este mismo criterio, realizamos un estudio pronóstico teniendo en cuenta 
el grado de acortamiento de los telómeros tumorales respecto a los telómeros del tejido 
no tumoral, en los pacientes afectados de cáncer gástrico (Figura 4.8). El punto de corte se 
situó en un valor del ratio T/N de 0.935, quedando clasificada la población en dos sub-
grupos, formados por 22 pacientes con un ratio T/N > 0.935, frente a 42 pacientes con un 
ratio T/N ≤ 0.935. Los pacientes con un grado de acortamiento inferior, mostraron una 
Figura 4.7         
Curvas de Kaplan-
Meier según la 
longitud telomérica 
de las muestras 
tumorales (TRF T) en 
la población de 
pacientes con 
tumores gástricos. 
Figura 4.8         
Curvas de 
Kaplan-Meier 
según el grado 
de acortamiento 
telomérico de las 
muestras tumora-
les respecto a las 
muestras control 
(Ratio T/N) en los 
pacientes afec-
tados de cáncer 
gástrico. 
TRF T > 2.86 kb 
TRF T ≤ 2.86 kb 
Ratio T/N ≤ 0.935 
Ratio T/N > 0.935 
p = 0.015 
p = 0.135 
 
               106  
 estimación del intervalo libre de enfermedad de 33.09 ± 5.73 meses, con recidivas en el 
50% de los casos; mientras que los pacientes con un grado de acortamiento telomérico 
más acusado presentaron una estimación del intervalo libre de enfermedad de 43.16 ± 
3.86 meses, con recidivas en el 30.9% de los casos. Estas diferencias no fueron estadísti-
camente significativas (p = 0.135; Log-Rank). Sin embargo, al comparar el ratio T/N de los 
dos grupos representados en la Figura 4.7, las diferencias resultaron significativas (p < 
0.001). El ratio T/N del grupo de pacientes con TRF T ≤ 2.86 kb fue de 0.53 ± 0.07 y el 
ratio T/N del grupo de pacientes con TRF T > 2.86 kb fue de 0.94 ± 0.05. 
 
Tal como se pudo observar en el posterior análisis multivariable de Cox que se llevó a 
cabo, los pacientes con tumores con telómeros de una longitud media inferior o igual a 
2.86 kb, poseían un riesgo relativo (RR) de desarrollar recidiva de la enfermedad  4.017 
veces superior que aquellos pacientes que presentaron tumores con telómeros de longi-
tudes superiores. La longitud telomérica, por tanto, se comporta como un factor de pro-
nóstico, independientemente del estadio tumoral considerado (Tabla 4.6). 
 
La implicación de la función telomérica en el pronóstico de los pacientes afectados 
de cáncer ha sido objeto de estudio en diversos trabajos de investigación. Sin embargo, 
los resultados obtenidos al respecto son controvertidos, ya que dependen del tipo tumo-
ral considerado (Mabruk y O'Flatharta, 2005; Bisoffi et al., 2006; Gancarcíková et al., 2010). 
Anteriores publicaciones de nuestro grupo de investigación demostraron asociaciones 
significativas de la longitud telomérica con el pronóstico clínico de pacientes afectados de 
cáncer colorrectal (Garcia-Aranda et al., 2006), y de cáncer de pulmón (Frías et al., 2008). 
 
 
Un meta-análisis realizado en Dinamarca en la población general demostró que una 
menor longitud telomérica estaba relacionada con un peor pronóstico en aquellos indivi-
Tabla 4.6       
Análisis de Cox 
correspondiente a 
la longitud telomé-
rica de las muestras 
tumorales (TRF T) 
respecto al estadio 




(I vs. II, III)
TRF T
(≤ 2.86 kb vs. > 2.86 kb)




confianza del 95% p*
0.062 0.008 - 0.463 0.007
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duos que padecieron un cáncer tras un seguimiento de 20 años, pero no con el riesgo de 
desarrollar un tumor (Weischer et al., 2013). Otros estudios realizados en pacientes afec-
tados de cáncer colorrectal consideran, que un bajo grado de acortamiento telomérico en 
los tumores, es un factor asociado a mal pronóstico, de forma independiente al estadio 
tumoral (Gertler et al., 2004; Garcia-Aranda et al., 2006).  
 
Estudios realizados en cáncer de mama, revelan el uso de la disfunción telomérica 
como un biomarcador de agresividad en tumores de mama hereditarios (Martinez-
Delgado et al., 2013), o bien, muestran la relación existente entre el pronóstico y el esta-
tus telomérico (Fordyce et al., 2006). Sin embargo, otras publicaciones en este mismo tipo 
tumoral no muestran relación entre la longitud telomérica y la evolución de la enferme-
dad (Odagiri et al., 1994; Lu et al., 2011). En el caso del cáncer de pulmón, un estudio de 
nuestro grupo de investigación determinó que la presencia de acortamiento telomérico 
en los tumores analizados estaba asociada a un peor pronóstico clínico de los pacientes 
(Frías et al., 2008). Por el contrario, un trabajo realizado por el Dr. Hsu, mostró que pa-
cientes con un grado de acortamiento inferior al 25%, sufrían un peor pronóstico clínico 
tras el periodo de seguimiento (Hsu et al., 2004).  
 
También se ha determinado el uso de la longitud telomérica como marcador de la 
progresión de la enfermedad y el pronóstico de los pacientes en otros tipos tumorales, 
como es el caso del cáncer de próstata, analizado en un estudio que describe la influencia 
del acortamiento telomérico en el pronóstico clínico desfavorable de los pacientes afec-
tados (Heaphy et al., 2013), o de un estudio que describe la presencia de mayor longitud 
telomérica en pacientes con cáncer de cabeza y cuello que sufrían un peor desenlace 
(Patel et al., 2002), o de un estudio realizado en diferentes tipos de leucemias (Deville et 
al., 2006). 
 
En el estudio de pronóstico realizado en esta tesis, se muestra una asociación signifi-
cativa entre la presencia de una longitud telomérica media tumoral inferior a 2.86 kb, con 
un peor pronóstico clínico para los pacientes con cáncer gástrico, evaluado como una 
mayor probabilidad de padecer una recidiva de la enfermedad. Además, se demuestra 
que la longitud telomérica puede considerarse un factor de pronóstico independiente-
mente del estadio tumoral. Sin embargo, los resultados con respecto al acortamiento 
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 telomérico revelaron que aquellos pacientes que mostraban un mantenimiento de los 
telómeros en el tejido tumoral, con respecto al tejido utilizado como control, sufrían cier-
ta tendencia hacia un peor desenlace, pero no de forma significativa. Como acabamos de 
ver, la asociación de la longitud telomérica con el pronóstico en otros tipos tumorales ha 
sido ampliamente estudiada; sin embargo, no hemos encontrado estudios de pronóstico 
realizados en pacientes de cáncer gástrico. Por lo tanto, ampliar el conocimiento sobre el 
comportamiento de este factor en el desarrollo de la enfermedad supondrá un avance 
hacia el mejor tratamiento de los pacientes. 
 
Aunque el uso clínico de la longitud telomérica como biomarcador tumoral no está 
completamente establecido, puede ayudar a la clasificación de los pacientes afectados de 
cáncer gástrico, proporcionar información muy útil sobre el pronóstico de los mismos, e 
incluso sugerir nuevas estrategias terapéuticas, dependiendo del estatus telomérico que 
presenten los pacientes. 
 
4.2.2 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD TELOMERASA EN TUMORES   
GÁSTRICOS. RELACIÓN CON VARIABLES CLÍNICO-PATOLÓGICAS E IMPACTO 
PRONÓSTICO. 
 
4.2.2.1 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD TELOMERASA. 
 
Se procedió a analizar el nivel de actividad de la enzima telomerasa, como parte cru-
cial de la función telomérica, debido a su papel en el mantenimiento de la longitud telo-
mérica de las células tumorales.  
 
La actividad telomerasa fue determinada en 85 casos procedentes de pacientes afec-
tados de cáncer gástrico, tanto en las muestras de tejido tumoral como en las muestras 
de tejido control. El análisis se realizó de forma semi-cuantitativa, tras la elongación de las 
repeticiones teloméricas añadidas por telomerasa y su posterior detección por ELISA. Se 
encontró actividad de la enzima en 66 (77.6%) de los 85 tumores analizados. El 22.4% 
restante (19 muestras tumorales) no mostraron actividad.  
 
Respecto a los niveles medidos en las muestras no tumorales, encontramos que un 
63.3% presentó actividad telomerasa, siendo en todos los casos niveles de actividad en-
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zimática inferiores a los determinados en sus correspondientes tejidos tumorales. El grado 
de actividad de la enzima teniendo en cuenta las muestras tumorales consideradas como 
positivas, se clasificó a su vez en tres niveles, bajo (niveles de absorbancia entre 0.2 – 0.8), 
medio (niveles de absorbancia entre 0.8 – 2), y alto (niveles de absorbancia ≥ 2). De esta 
forma,  49 tumores (74.3%) mostraron niveles de actividad enzimática bajos, mientras que 
niveles medios y altos de actividad fueron detectados en 15 y 2 de los tumores (22.7% y 
3.0%), respectivamente. 
 
En la mayoría de los tumores humanos, la reactivación de la enzima telomerasa es un 
evento fundamental para la progresión hacia un carcinoma, ya que contribuye al mante-
nimiento de la longitud telomérica de las células tumorales, permitiendo así su prolifera-
ción incontrolada. Aproximadamente, el 80% de los tumores humanos reactivan la telo-
merasa, y son numerosos los estudios que corroboran este dato en el caso del cáncer de 
estómago (Gao et al., 1999; Hiyama y Hiyama, 2002; Svinareva et al., 2010). 
 
El análisis de la actividad telomerasa en las muestras de la mucosa gástrica normal, 
reveló la presencia de una mínima actividad enzimática, en todos los casos con valores 
inferiores a los de sus correspondientes tumores. La mucosa gástrica es una zona de con-
tinua regeneración celular, por lo que las células precisan de la reactivación de la telome-
rasa para evitar el acortamiento de los telómeros resultante de su elevada tasa de prolife-
ración. En un estudio en el que se evaluó la expresión de hTERT en muestras no tumorales 
y tumorales de la mucosa gástrica, se obtuvo un porcentaje similar de activación de telo-
merasa en la mucosa control (Li et al., 2008). Este hecho no descarta totalmente el uso de 
la actividad telomerasa como marcador de la progresión tumoral, pero si debe ser tenido 
en cuenta tanto para su determinación, como para el uso de terapias anti-telomerasa 
como tratamiento del cáncer gástrico. 
 
4.2.2.2 RELACIÓN ENTRE LA LONGITUD TELOMÉRICA Y LA ACTIVIDAD                 
TELOMERASA. 
 
No se encontraron diferencias significativas entre la longitud telomérica media de las 
muestras tumorales con actividad enzimática positiva y negativa de telomerasa. La longi-
tud telomérica media de los casos con actividad telomerasa negativa fue 5.86 ± 0.82 kb 
(media ± error típico), y de 5.07 ± 0.27 kb en el caso de las muestras con actividad telo-
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 merasa positiva (p = 0.560; U de Mann-Whitney). Respecto al grado de acortamiento, las 
diferencias tampoco fueron significativas, siendo el ratio T/N, de los casos que no presen-
taron actividad telomerasa, superior al encontrado en los casos con actividad telomerasa 
positiva (1.04 ± 0.12 vs. 0.89 ± 0.04, respectivamente; p = 0.213; U de Mann-Whitney). Por 
otro lado, se detectó una asociación negativa de carácter débil entre el grado de acorta-
miento en los tumores y el nivel de actividad telomerasa, con un coeficiente de correla-
ción de r = - 0.265. Esta correlación fue estadísticamente significativa (p = 0.018; Rho de 
Spearman).  
 
Como se observa en el gráfico (Figura 4.9), el grado de acortamiento telomérico en 
los tumores es mayor a medida que el nivel de actividad telomerasa aumenta, pero no se 
encontraron diferencias estadísticamente significativas entre el valor medio del ratio T/N 
de los grupos establecidos, en función del grado de actividad de la enzima (p = 0.194; 
Kruskal-Wallis). Esta tendencia se observó también con respecto a la longitud telomérica 
media de las muestras tumorales (r = - 0.153; p = 0.174; Rho de Spearman), pero tampo-
co se hallaron diferencias significativas entre los diferentes grupos de actividad enzimáti-
ca (p = 0.542; Kruskal-Wallis).  
 
Por tanto, nuestros resultados no indican diferencias significativas en la longitud de 
los telómeros de los tumores gástricos investigados, con relación a la actividad de la te-
lomerasa, pero sí se refleja una correlación entre ambas.  
 
 
Figura 4.9          
Nivel de actividad 
telomerasa en tumo-
res gástricos y (A) la 
longitud media de los 
telómeros tumorales y 
(B) el grado de acor-
tamiento de   los 
telómeros tumorales 
respecto a las mues-
tras control. (±1 e.t.). 
(A) (B) 
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4.2.2.3 ACTIVIDAD TELOMERASA Y SU RELACIÓN CON LAS VARIABLES                 
CLÍNICO-PATOLÓGICAS. 
 
Se estudiaron, a continuación, las posibles asociaciones existentes entre la actividad 
telomerasa detectada en las muestras tumorales, y los parámetros clínico-patológicos 
disponibles. Estos resultados revelaron que no existe ningún tipo de asociación entre la 
presencia o no de actividad telomerasa y las variables evaluadas en cáncer gástrico, como 
se resume en la Tabla 4.7.  
 
Considerando solamente los tumores telomerasa positivos, se investigó el nivel de 
asociación entre las variables clínico-patológicas y los diferentes grados de actividad en-
zimática en los que clasificamos la población objeto de estudio. No se encontraron aso-
ciaciones estadísticamente significativas, aunque sí una cierta tendencia en relación a la 
clasificación histológica de los tumores, así como respecto al tamaño del tumor primario, 
el grado de invasión ganglionar o el estadio tumoral (Tabla 4.8). 
 
Tabla 4.7       
Correlaciones 
entre las distintas 
variables clínico-
patológicas y la 
actividad telome-
rasa en la pobla-




Varón 47 13 (27.7) 34 (72.3)
Mujer 38 6 (15.8) 32 (84.2)
≤ 73 años 44 9 (20.5) 35 (79.5)
> 73 años 40 9 (22.5) 31 (77.5)
Difuso 27 6 (22.2) 21 (77.8)
Intestinal 46 11 (23.9) 35 (76.1)
Proximal 13 3 (23.1) 10 (76.9)
Distal, medio 63 13 (20.6) 50 (79.4)
T1, T2 27 5 (18.5) 22 (81.5)
T3, T4 53 13 (24.5) 40 (75.5)
N0 31 6 (19.4) 25 (80.6)
N1, N2, N3 49 12 (24.5) 37 (75.5)
M0 72 18 (25.0) 54 (75.0)
M1 8 0 (0.0) 8 (100.0)
Ia, Ib 18 4 (22.2) 14 (77.8)
I Ia, I Ib 22 4 (18.2) 18 (81.8)
I I Ia, I I Ib, I I Ic 32 10 (31.3) 22 (68.8)
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 El 90.5% de los tumores gástricos de tipo difuso mostraron un nivel de actividad te-
lomerasa bajo, con respecto al 65.7% en el caso de los tumores de tipo intestinal con este 
mismo nivel de actividad (p = 0.062; Chi-cuadrado). Teniendo en cuenta los parámetros 
relacionados con la clasificación TNM, se observó que 32 (71.1%) de las 45 muestras con 
niveles bajos de actividad telomerasa se correspondían con tumores clasificados como T3 
y T4 (p = 0.070; Chi-cuadrado), y 30 de estos mismos pacientes (66.7%) mostraron inva-
sión ganglionar positiva en el momento de la resección (p = 0.085; Chi-cuadrado). La 
relación establecida entre la presencia o no de actividad telomerasa, y de los distintos 
niveles de la misma con el resto de variables clínico-patológicas, no revelaron ningún tipo 
de asociación, por lo que no se pudieron extraer conclusiones. 
 
Por último, realizamos un análisis de ANOVA para determinar con mayor precisión las 
diferencias existentes entre el nivel medio de actividad telomerasa que presentan las 
muestras en cada uno de los estadios definidos para el cáncer gástrico. De esta forma 
detectamos que los niveles más altos de actividad enzimática correspondían a tumores 
clasificados en estadios iniciales de la enfermedad, siendo las diferencias estadísticamente 
significativas (p = 0.011; ANOVA) (Figura 4.10).  
Tabla 4.8           
Correlaciones   
entre las distintas 
variables clínico-
patológicas y  el 
nivel de actividad 







Varón 34 24 (70.6) 8 (23.5) 2 (5.9)
Mujer 32 25 (78.1) 7 (21.9) 0 (0.0)
≤ 73 años 35 26 (74.3) 8 (22.9) 1 (2.9)
> 73 años 31 23 (74.2) 7 (22.6) 1 (3.2)
Difuso 21 19 (90.5) 1 (4.8) 1 (4.8)
Intestinal 35 23 (65.7) 11 (31.4) 1 (2.9)
Proximal 10 6 (60.0) 3 (30.0) 1 (10.0)
Distal, medio 50 38 (76.0) 11 (22.0) 1 (2.0)
T1, T2 22 13 (59.1) 7 (31.8) 2 (9.1)
T3, T4 40 32 (80.0) 8 (20.0) 0 (0.0)
N0 25 15 (60.0) 8 (32.0) 2 (8.0)
N1, N2, N3 37 30 (81.1) 7 (18.9) 0 (0.0)
M0 54 38 (70.4) 14 (25.9) 2 (3.7)
M1 8 7 (87.5) 1 (12.5) 0 (0.0)
Ia, Ib 14 6 (42.9) 6 (42.9) 2 (14.3)
I Ia, I Ib 18 14 (77.8) 4 (22.2) 0 (0.0)
I I Ia, I I Ib, I I Ic 22 18 (81.8) 4 (18.2) 0 (0.0)
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Figura 4.10       
Nivel de actividad 
telomerasa según 
el estadio tumoral 
en la población de 
tumores gástricos 
telomerasa positi-
vos. (±1 e.t.). 
Tras el análisis de los re-
sultados del estudio de la 
actividad telomerasa en los 
tumores gástricos considera-
dos en esta tesis, podemos 
destacar que el 77.6% de los 
pacientes analizados tenían 
tumores con actividad telome-
rasa positiva, y que los niveles 
de actividad enzimática detec-
tados eran superiores en los tumores de estadio I. La activación de la telomerasa es un 
evento que ocurre en las primeras etapas del desarrollo de un carcinoma gástrico, posi-
blemente gracias a un aumento en la expresión del componente hTERT de telomerasa 
(Jong et al., 1999), compensando de esta manera, la rápida degradación telomérica que se 
produce al comienzo de la tumorigénesis, y confiriendo la inmortalidad a las células tu-
morales. 
 
Algunos estudios demuestran una baja incidencia de actividad telomerasa en las le-
siones precursoras a un tumor gástrico, como la metaplasia intestinal o el adenoma gás-
trico; sin embargo, el grado de incidencia aumenta hasta cerca del 90% cuando se trata 
de pacientes que ya han desarrollado un tumor maligno (Maruyama et al., 1997; Jong et 
al., 1999; Yang et al., 2001). Esto demuestra que la activación de la telomerasa es un me-
canismo fundamental para la malignización de una lesión. 
 
4.2.2.4 ESTUDIO DE PRONÓSTICO EN CÁNCER GÁSTRICO EN RELACIÓN A LA       
ACTIVIDAD TELOMERASA. 
 
Posteriormente, se analizó si existía relación entre la actividad telomerasa y el pro-
nóstico clínico de los pacientes afectados de cáncer gástrico. El análisis se realizó en la 
población seleccionada para los estudios de pronóstico, compuesta por 64 pacientes.  
 
Del total de pacientes seleccionados, 13 (20.3%) presentaban tumores clasificados 
como telomerasa negativos, y 51 (79.7%) pacientes presentaban tumores con actividad 
telomerasa positiva. El intervalo libre de enfermedad fue ligeramente superior en los ca-
 








p = 0.476 
p = 0.231 
Figura 4.11                    
Estudio pronóstico en relación 
a la actividad telomerasa 
(AT). (A) Curvas de Kaplan-
Meier respecto a la activi-
dad telomerasa en la pobla-
ción total de pacientes afec-
tados de tumores gástricos. 
(B) Curvas de Kaplan-Meier 
respecto al nivel de activi-
dad telomerasa en los casos 
clasificados como telomerasa 
positivos. 
sos que mostraron positividad para telomerasa, siendo éste de 40.65 ± 3.73 meses, frente 
a los 37.47 ± 6.69 meses estimados en los casos que mostraron negatividad para telome-
rasa. Las diferencias entre ambos grupos no fueron significativas (p = 0.476; Log-Rank) 
(Figura 4.11 (A)).  
 
Considerando únicamente el grupo de 51 casos con la enzima telomerasa activa, se 
realizó el mismo análisis distinguiendo tres grupos en función del nivel de actividad (Figu-
ra 4.11 (B)). En este caso, el intervalo libre de enfermedad de los pacientes con niveles 
bajos de actividad telomerasa fue de 36.59 ± 4.49 meses, inferior al intervalo libre de 
enfermedad en el grupo de pacientes que presentaron un nivel de actividad telomerasa 
medio, que fue de 49.60 ± 6.58 
meses. En el caso de los tumores 
con una actividad telomerasa 
alta, no se obtuvo estimación del 
intervalo libre de enfermedad de 
los pacientes, ya que ninguno de 
los dos casos incluidos en este 
grupo presentó recaída de la 
enfermedad durante el periodo 
de seguimiento clínico. Las dife-
rencias en el pronóstico de los 
pacientes con estos tres niveles 
de actividad telomerasa tampoco 
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En la bibliografía sobre el tema, existen estudios que valoran la utilidad clínica de la 
actividad telomerasa en el cáncer gástrico (Hiyama y Hiyama, 2002; Hu et al., 2009; Lü et 
al., 2012). Un meta-análisis de 18 estudios realizados en pacientes afectados de cáncer 
gástrico, reveló que además de jugar un papel en el inicio de la neoplasia, la presencia de 
altos niveles de actividad telomerasa promueve la invasión y la metástasis, lo que implica-
ría una posible utilidad de la actividad telomerasa como marcador de la progresión tumo-
ral (Lü et al., 2012).  
 
Un trabajo realizado por el Dr. Ahn describió que el pronóstico de pacientes con tu-
mores gástricos telomerasa positivos era similar al de los pacientes con tumores telome-
rasa negativos (Ahn et al., 1997); mientras que un trabajo anterior había determinado que 
la supervivencia de los pacientes con tumores telomerasa positivos era significativamente 
inferior a la de los pacientes con tumores que no reactivaban la enzima (Hiyama et al., 
1995). 
 
En la población objeto de estudio de esta tesis no se apreciaron diferencias en el 
pronóstico de los pacientes con tumores de estómago con y sin actividad telomerasa. 
Tampoco se estableció una relación entre los niveles de actividad enzimática y el pronós-
tico clínico, considerando exclusivamente los casos telomerasa positivos. Serían necesa-
rios, futuros estudios que aportaran más información sobre el papel de la telomerasa en 
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Con el objetivo de conocer la implicación de la función telomérica en la vía carcino-
génica del fenotipo mutador, se comparó la longitud de los telómeros y la actividad te-
lomerasa entre los grupos obtenidos tras la clasificación según el grado de inestabilidad 
en microsatélites que presentaba la población de tumores gástricos investigada. 
 
4.3.1 LONGITUD TELOMÉRICA EN TUMORES GÁSTRICOS CON Y SIN      
INESTABILIDAD EN MICROSATÉLITES. 
 
Se analizaron las diferencias existentes en la longitud telomérica de los tumores gás-
tricos respecto a su grado de inestabilidad en microsatélites. La longitud telomérica me-
dia obtenida fue de 5.37 ± 0.32 kb (media ± error típico), en el caso de los tumores que 
presentaban inestabilidad en una o ninguna de las secuencias microsatélite analizadas 
(MSI-L/MSS); y de 4.66 ± 0.54 kb en el caso de los tumores que presentaban un alto gra-
do de inestabilidad en secuencias microsatélite (MSI-H). Por lo tanto, la longitud telomé-
rica media obtenida fue inferior en el caso de los tumores con alto grado de inestabilidad; 
sin embargo, las dife-
rencias entre ambos 
grupos no fueron sig-
nificativas (p = 0.414; 
U de Mann-Whitney) 






FUNCIÓN TELOMÉRICA EN  
TUMORES GÁSTRICOS CON  
INESTABILIDAD EN MICROSATÉLITES 
Figura 4.12   
Longitud telomé-
rica media de las 
muestras tumora-
les de cáncer 
gástrico clasifi-
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Figura 4.13            
Southern-blot correspon-
diente a muestras no 
tumorales (N) y tumorales 
(T) de pacientes (P) 
afectados de cáncer 
gástrico. Los pacientes co 
tumores MSI-H (P.24 y 
P.58) muestran mayor 
grado de acortamiento 
telomérico que los   
pacientes con tumores 
MSI-L/MSS (P.37 y P.49). 
Se observó también un mayor grado de acortamiento de los telómeros en aquellos 
tumores clasificados como MSI-H, siendo el valor medio del ratio T/N de 0.83 ± 0.09; en 
el grupo de los tumores clasificados como MSI-L/MSS, la media del ratio T/N fue de 0.94 
± 0.05 (Figura 4.13). En este 
caso, las diferencias entre 
ambos tampoco fueron 













En numerosos trabajos, se ha sugerido la existencia de una cierta asociación entre la 
maquinaria de reparación del ADN y los mecanismos de mantenimiento telomérico en los 
tumores colorrectales, en los que la presencia de alteraciones en el sistema MMR de repa-
ración del daño en el ADN, participa en el desarrollo tumoral (Takagi et al., 2000; Rampaz-
zo et al., 2010).  
 
Como ya se ha descrito anteriormente, los genes implicados en los sistemas de repa-
ración del ADN, como MSH2, MSH3, MSH6, MLH1 y PMS2, son cruciales para el manteni-
miento de la integridad genómica y, por tanto, las mutaciones en estos genes favorecen 
la susceptibilidad para desarrollar tumores con alta inestabilidad en secuencias microsaté-
lite. Recientemente, un estudio realizado en fibroblastos ha demostrado que una dismi-
nución de la expresión del gen MSH2 provoca una aceleración en el acortamiento progre-
sivo de los telómeros de estas células (Mendez-Bermudez y Royle, 2011). Esta situación es 
semejante a la que se estaría produciendo en los tumores MSI-H en los que observamos 
una mayor disminución de la longitud telomérica.  
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 Por otro lado, un estudio anteriormente realizado en muestras de tumores gástricos, 
defiende que el acortamiento telomérico es un evento que se produce de forma total-
mente independiente de la vía carcinogénica por la que se esté desarrollando el tumor 
(Fang et al., 2001). No olvidemos que el grado de proliferación de las células tumorales es 
elevado, y que el acortamiento telomérico es un fenómeno generalizado para todos los 
tipos tumorales. Por esta razón, no estaríamos observando diferencias significativas entre 
la longitud telomérica media tumoral de los tumores con y sin inestabilidad en microsaté-
lites. 
 
4.3.1.1 LONGITUD TELOMÉRICA Y SU IMPLICACIÓN EN EL PRONÓSTICO CLÍNICO DE 
TUMORES GÁSTRICOS CON INESTABILIDAD EN MICROSATÉLITES. 
 
Como se ha expuesto en apartados anteriores de esta tesis, los estudios de pronósti-
co realizados en la población global de carcinomas gástricos revelaron que tanto la ines-
tabilidad en microsatélites, como la longitud telomérica, son factores implicados en el 
diferente pronóstico clínico de los pacientes. Por esta razón, quisimos realizar un estudio 
en el que se relacionaran ambos factores moleculares, y se analizara conjuntamente su 
influencia en el pronóstico.  
 
Se utilizó para este análisis el mismo grupo de pacientes que el utilizado en el estu-
dio de pronóstico en relación a la inestabilidad en microsatélites. Este grupo estaba inte-
grado por 63 pacientes, que cumplían los requisitos establecidos. La población se subdi-
vidió a su vez en varios grupos, teniendo en cuenta la longitud telomérica en la que se 
observaron las mayores diferencias en el pronóstico clínico de los pacientes. De estos 63 
pacientes, 48 mostraban tumores MSI-L/MSS, de los cuales 38 presentaban una longitud 
telomérica tumoral (TRF T) superior a 2.86 kb, y 10 estaban afectados por tumores con 
una TRF T inferior o igual a 2.86 kb. De los 15 pacientes con tumores MSI-H, 14 fueron 
clasificados en el grupo TRF T superior a 2.86 kb, y solamente uno de los pacientes mos-
tró una longitud telomérica inferior o igual a 2.86 kb.  
 
Los resultados obtenidos revelaron que, dentro del pronóstico adverso que se asocia 
al grupo de pacientes con tumores MSI-L/MSS, el grupo con tumores de TRF T > 2.86 kb 
mostraban un mejor pronóstico clínico, ya que su intervalo libre de enfermedad fue de 
38.68 ± 4.32 meses (media ± error típico). El grupo de pacientes con tumores MSI-L/MSS 
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de longitud telomérica ≤ 2.86 kb mostró un intervalo libre de enfermedad de 25.33 ± 7.73 
meses (Figura 4.14 (A)).  
 
En el caso de los tumores con alta inestabilidad en microsatélites, la tendencia fue la 
misma, ya que el único caso que mostró una longitud telomérica inferior o igual a 2.86 kb 
presentó recidiva de la enfermedad tras nueve meses de seguimiento; mientras que el 
intervalo libre de enfermedad en el caso de los pacientes con tumores de longitudes te-
loméricas superiores a 2.86 kb, fue de 56.15 ± 3.69 meses (Figura 4.14 (B)). Las diferencias 
encontradas en este estudio fueron estadísticamente significativas con una p = 0.047 
(Log-Rank).  
 
En el análisis de Kaplan-Meier obtuvimos que, independientemente de la vía carcino-
génica por la que se desarrollaran los tumores gástricos, la presencia de telómeros tumo-
rales de una longitud inferior a 2.86 kb implicaba una peor evolución clínica para los pa-
cientes; incluso en el caso de que presentaran tumores de alta inestabilidad en microsaté-
lites. 
  
4.3.2 ACTIVIDAD TELOMERASA Y SU RELACIÓN CON LA INESTABILIDAD EN 
MICROSATÉLITES. 
 
Teniendo en cuenta los niveles de actividad telomerasa medidos en la población total 
de tumores gástricos, se establecieron correlaciones entre este factor y la presencia de 




relación a la 
longitud telomé-
rica tumoral   
(TRF T) en pa-
cientes con tumo-
res MSI-L/MSS 
(A)  y pacientes 
con tumores   
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TRF T ≤ 2.86 kb 
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 como tumores de alta inestabilidad en microsatélites, presentaba actividad positiva para 
la enzima. Sin embargo, de las 68 muestras que formaron parte del grupo de tumores de 
baja inestabilidad o estables en microsatélites, 49 (72.1%) mostraron actividad telomerasa 
positiva y 19 (27.9%) carecían de actividad telomerasa. Las diferencias entre ambos gru-
pos fueron estadísticamente significativas (p = 0.020; Chi-cuadrado), por lo que quisimos 
estudiar en profundidad que nivel de actividad telomerasa presentaban los tumores desa-
rrollados por la vía del fenotipo mutador.  
 
De los 15 tumores MSI-H, 9 (60%) mostraron un nivel de actividad bajo, 5 (33.3%) te-
nían un nivel de actividad telomerasa medio, y uno (6.7%) mostró un nivel alto de activi-
dad enzimática. En el caso de los 49 tumores MSI-L/MSS con actividad telomerasa positi-
va, estos porcentajes fueron similares, ya que en 39 muestras (79.6%) se detectaron nive-
les bajos de actividad, 9 muestras (18.4%) presentaron niveles medios, y solamente una 
muestra (2.0%) mostró niveles altos de actividad (p = 0.279; Chi-cuadrado). En el caso de 
los tumores con alta inestabilidad en microsatélites, el nivel medio de actividad enzimáti-
ca era de 0.86 ± 0.20 (media ± error típico), más elevado que en caso de los tumores 
estables o con baja inestabilidad, que presentaban un valor medio de actividad de 0.46 ± 
0.05, con un nivel de significación de p = 0.010 (U de Mann-Whitney). 
 
Los resultados observados en la población de tumores gástricos objeto de estudio se 
encuentran en concordancia con trabajos realizados en otros tipos tumorales en los que 
se ha demostrado la presencia de inestabilidad en microsatélites. Un estudio realizado 
exclusivamente en tumores colorrectales MSI-H, demuestra que la enzima telomerasa se 
encuentra fuertemente activa en este tipo de tumores (Takagi et al., 2000); y un trabajo 
similar realizado en tumores colorrectales esporádicos y endometriales con alta inestabi-
lidad en microsatélites, defiende que la activación de la enzima telomerasa en este tipo 
de tumores es igualmente frecuente que en los tumores de baja o nula inestabilidad (Iba-
nez et al., 2004). 
 
Sin embargo, existe la hipótesis de que los tumores con alteraciones en los sistemas 
de reparación del ADN utilizan mecanismos de mantenimiento telomérico alternativos a 
telomerasa, ya que la maquinaria de reparación MMR actúa impidiendo los fenómenos de 
recombinación. Por lo tanto, defectos en su funcionamiento promoverían la recombina-
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ción de las repeticiones teloméricas y anularían la necesidad de reactivación de la enzima 
telomerasa (Rizki y Lundblad, 2001; Bechter et al., 2004). Un estudio realizado en cánceres 
gástricos reveló la presencia de APBs en un porcentaje mayor de tumores MSI-H en com-
paración con los tumores MSI-L/MSS, así como una menor expresión de la subunidad 
catalítica de telomerasa (hTERT) en los tumores MSI-H (Njajou et al., 2010). 
 
Nuestros resultados prueban que la enzima telomerasa se encuentra activada de 
forma elevada en todos los tumores que presentaron inestabilidad en microsatélites; sin 
embargo, sería necesario un estudio específico sobre la posible existencia de los meca-
nismos ALT en este tipo de tumores para descartar su implicación en la vía del fenotipo 
mutador. 
 
4.3.2.1 ACTIVIDAD TELOMERASA Y SU IMPLICACIÓN EN EL PRONÓSTICO CLÍNICO         
DE TUMORES GÁSTRICOS CON INESTABILIDAD EN MICROSATÉLITES. 
 
Con objeto de analizar si la actividad telomerasa podía influir en el distinto pronósti-
co clínico que presentan los pacientes de cáncer gástrico, afectados de tumores con alta 
inestabilidad en microsatélites, realizamos un análisis de Kaplan-Meier.  
 
Primero se investigó el pronóstico clínico en función de la presencia o no de la acti-
vidad enzimática, en los pacientes con tumores con y sin inestabilidad en microsatélites 
(Figura 4.15 (A, B)). En el caso de los 48 pacientes con tumores de carácter estable o de 
baja inestabilidad, no hubo diferencias significativas en el pronóstico clínico cuando se 
consideró la actividad telomerasa. El intervalo libre de enfermedad estimado fue de 37.47 
± 6.69 meses en los 13 pacientes que presentaban tumores telomerasa negativos y de 
35.84 ± 4.72 meses en los 35 pacientes con tumores telomerasa positivos.  
 
En el caso de los pacientes afectados de tumores MSI-H, todos los casos presentaban 
actividad telomerasa positiva, y su intervalo libre de enfermedad fue de 52.79 ± 4.72 me-
ses, el mismo que el obtenido para pacientes con tumores MSI-H sin tener en cuenta este 
factor. No se obtuvieron, por tanto, diferencias en el pronóstico clínico respecto a la pre-
sencia o no de actividad telomerasa (p = 0.935; Log-Rank). 
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Seleccionando únicamente la población de casos telomerasa positivos, realizamos el 
mismo estudio teniendo en cuenta como factor el nivel de actividad de los tumores (Figu-
ra 4.15 (C, D)). De los 48 pacientes con tumores MSI-L/MSS, 27 casos presentaron niveles 
de actividad enzimática bajos, de los cuales 11 (42.3%), sufrieron recidivas durante el pe-
riodo de seguimiento, con un intervalo libre de enfermedad de 35.19 ± 5.38 meses. En el 
caso de los 7 pacientes con un nivel medio de actividad, sólo 2 (28.6%) recidivaron, y su 
intervalo libre de enfermedad fue de 39.20 ± 11.39 meses; sólamente uno de los casos 





Figura 4.15                                                                                 
Curvas de Kaplan-
Meier en función de 
la presencia (AT (+)) 
o no (AT (-)) de 
actividad telomera-
sa en pacientes con 
tumores MSI-L/MSS 
(A) y en la pobla-
ción de pacientes 
con tumores MSI-H 
(B). Las figuras (C) y 




rasa positiva, según 
el nivel de actividad 
enzimática de los 
pacientes con tumo-
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En el grupo de pacientes con tumores MSI-H, los unicos 2 casos que presentaron 
recidiva de la enfermedad presentaron niveles bajos de actividad enzimática. La 
significación estadística de este estudio fue p = 0.493 (Log-Rank), por lo tanto, tampoco 
se observó influencia del nivel de actividad telomerasa en el pronóstico clínico de los 
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Seguidamente, considerando los resultados obtenidos sobre la influencia de la longi-
tud telomérica en el diferente pronóstico clínico que presentan los pacientes afectados de 
cáncer gástrico, decidimos realizar un estudio de algunas de las principales moléculas 
asociadas a los telómeros. Por un lado, las proteínas TRF1 y TRF2 (Telomere Repeat Bin-
ding Factors 1 and 2) conocidas por su papel como reguladores negativos de la elonga-
ción telomérica, y por su función como conservadores de la integridad de las secuencias 
teloméricas (Smogorzewska et al., 2000). Por otro lado, TERRA (Telomeric repeat –
containing RNA), molécula de ARN que se transcribe en la región subtelomérica y que 
permanece asociada al telómero como parte de la heterocromatina telomérica (Azzalin et 
al., 2007). Estos tres factores fueron analizados en nuestra población de pacientes afecta-
dos de tumores gástricos, investigando su posible relación con la vía del fenotipo muta-
dor. 
 
4.4.1 ESTUDIO DE EXPRESIÓN GÉNICA DE LOS FACTORES DE UNIÓN A LAS 
REPETICIONES TELOMÉRICAS, TRF1 Y TRF2. 
 
Se llevó a cabo un estudio de expresión de los genes TRF1 y TRF2 en 50 de las 85 
muestras que formaron parte de nuestra población. Los niveles de expresión génica se 
analizaron por PCR cuantitativa a tiempo real, mediante el uso de sondas TaqMan®. Se 
calculó el nivel de expresión de cada uno de estos genes en cada muestra tumoral, com-
parándolo con el valor de expresión de dicho gen en su correspondiente muestra de teji-
do no tumoral; ambos normalizados con la expresión del gen endógeno GAPDH, obte-
niendo así el valor de ΔΔCt.  
 
4.4 
FACTORES RELACIONADOS  
CON LA FUNCIÓN TELOMÉRICA  
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Los tumores investigados presentaron menor nivel de expresión, tanto para TRF1  
como para TRF2, ya que sus valores de ΔΔCt 3 fueron 0.97 ± 0.17 (media ± error típico) y 
1.10 ± 0.12 para TRF1 y TRF2, respectivamente. Estos resultados revelaron diferencias 
respecto a la expresión en el tejido control (ΔΔCt = 0) de ambos genes, con un nivel de 
significación p < 0.001 (t de Student). A partir del ΔΔCt se obtuvo el valor de RQ (relative 
quantification) definido como 2-ΔΔCt. Este valor nos da una idea más clara del nivel de ex-
presión relativa del gen objeto de estudio respecto a la muestra no tumoral, en cuyo caso 
el valor de RQ es igual a 1. Se consideró que valores de RQ comprendidos entre 0.5 y 2 se 
correspondían con niveles de expresión normales, mientras que valores de RQ inferiores a 
0.5 o superiores a 2, son considerados como una disminución, o bien, un aumento en la 
expresión del gen en comparación a los niveles obtenidos en las muestras de tejido no 
tumoral.  
 
El valor de RQ obtenido en las muestras tumorales fue 0.72 ± 0.11 para TRF1 y de 
0.55 ± 0.05 en el caso de TRF2. Ambos genes mostraron unos niveles de expresión signifi-
cativamente inferiores a la expresión obtenida en el tejido control (p < 0.001; Wilcoxon), 
aunque dentro del rango considerado como normalidad. Además, como se puede obser-
var en la Figura 4.16, los niveles de expresión de TRF1  y los niveles de expresión de TRF2 
en las muestras tumorales se encontraban fuertemente correlacionados entre sí (r = 
0.820; p < 0.001; Rho de Spearman). 
3 Tener en cuenta que menor valor de ΔΔCt corresponde a un menor valor de Ct y, por tanto, 
mayor actividad transcripcional del gen objeto de estudio. 
Figura 4.16      
Correlación 
entre los niveles 
de expresión 
relativa (RQ) de 
TRF1 y TRF2 en 
las muestras de 
cáncer gástrico. 
p < 0.001 
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 A continuación, nos propusimos estudiar el grado de asociación existente entre el ni-
vel de expresión de ambos genes y la longitud telomérica tumoral, considerando el grado 
de acortamiento de los telómeros en los tumores. Para ello, realizamos un análisis de 
correlación. De los 50 casos en los que se analizó la expresión de TRF1 y TRF2, se dispuso 
de la información referente a la longitud telomérica en 49 de ellos. Los resultados mostra-
ron una asociación directa, y de carácter moderado, entre el nivel de expresión de TRF1 y 
TRF2 y el grado de acortamiento telomérico presente en las muestras tumorales analiza-
das. El coeficiente de correlación fue de r = 0.308 (p = 0.031; Rho de Spearman) para TRF1 
y de r = 0.300 (p = 0.037; Rho de Spearman) en el caso de TRF2. Esta asociación no fue 
significativa en ninguno de los dos casos con respecto a la longitus telomérica media 
tumoral ya que, en este caso, se obtuvieron unos coeficientes de correlación de r = 0.113 
(p = 0.442; Rho de Spearman) y r = 0.159 (p = 0.274; Rho de Spearman) para TRF1 y TRF2, 
respectivamente.  
 
También realizamos una clasificación de la población de cánceres gástricos en fun-
ción del ratio T/N, distribuyéndola por cuartiles. Comparamos el nivel de expresión relati-
va de TRF1 y TRF2 de cada uno de los grupos. El primer grupo incluyó los tumores con un 
ratio T/N < 0.70, el segundo grupo los cánceres que mostraron un ratio T/N comprendido 
entre 0.70 – 0.88, el tercer grupo los tumores con ratio T/N entre 0.8 – 1.09, y por último, 
los cánceres con un ratio T/N > 1.09. La prueba de Kruskal-Wallis dio como resultado 
niveles de significación de p = 0.013, y p = 0.023, para TRF1 y TRF2, respectivamente. 
Como se observa en la Figura 4.17, el grado de acortamiento de los telómeros aumenta a 
medida que el nivel de expresión de ambos genes disminuye. 
Figura 4.17      
Niveles de expresión 
génica (RQ) de TRF1 
y TRF2 según el 
grado de acorta-
miento telomérico de 
la población de 
tumores gástricos 
(distribuída por 
cuartiles) (± 1 e.t.).  
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La homeostasis telomérica es un proceso complejo en el que participan las proteínas 
que forman parte del complejo shelterin, la enzima telomerasa, y multitud de factores 
relacionados con los telómeros. TRF1 y TRF2 se unen directamente a la doble hebra del 
ADN telomérico, y participan en la regulación de su longitud, y en la protección de los 
extremos de los cromosomas (Smogorzewska et al., 2000). Durante la carcinogénesis, el 
mantenimiento de la estructura telomérica y su función depende de la interacción entre la 
longitud del telómero y las proteínas teloméricas.  
 
Como se ha expuesto anteriormente, nuestros resultados muestran que el acorta-
miento telomérico es un proceso fundamental en las primeras etapas de la carcinogénesis 
gástrica, promoviendo la inestabilidad cromosómica y el desarrollo de un tumor. En eta-
pas más avanzadas, la reactivación de la telomerasa o la puesta en marcha de mecanis-
mos alternativos de mantenimiento telomérico, resulta en un mantenimiento de los teló-
meros. El estudio de expresión de los factores de unión al telómero TRF1 y TRF2 muestra 
que los niveles de ARN mensajero de ambos genes están disminuidos significativamente 
en los tumores gástricos, en relación a los tejidos no tumorales utilizados como control. 
Este resultado está en concordancia con estudios similares, en los que se observa una 
disminución significativa de los niveles de ARN mensajero de TRF1, TRF2 y TIN2, tanto en 
tumores gástricos (Yamada et al., 2002), como en otros tipos tumorales, como el cáncer 
no microcítico de pulmón (Hu et al., 2006), y la leucemia linfocítica crónica tipo B (Poncet 
et al., 2008).  
 
Existe cierta controversia respecto a los niveles de expresión de las proteínas shelte-
rins en los tumores, por ejemplo, en cáncer gástrico, un trabajo asociaba mayores niveles 
de expresión de proteínas como TRF1, TRF2, TIN2, TERT, Ku70 y BRCA1, con el acorta-
miento telomérico determinado en lesiones precancerosas y tumores gástricos, demos-
trando su participación en las primeras etapas de la carcinogénesis (Hu et al., 2010). Estu-
dios realizados en otros tipos tumorales, revelan mayor expresión de las proteínas TRF1 y 
TRF2 en cáncer de mama, en carcinoma hepatocelular y en cáncer de piel (no melanoma); 
mientras que en otros tipos tumorales, como el cáncer de esófago, no se encuentran dife-
rencias en su expresión respecto al tejido no tumoral (Cookson y Laughton, 2009). Por lo 
tanto, no se puede definir un criterio universal para el comportamiento de estas molécu-
las en los tumores. 
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 Posteriormente, se analizó el nivel de expresión de estos genes en las dos subpobla-
ciones de pacientes que mostraron diferencias en el pronóstico clínico, en función de la 
longitud telomérica tumoral. De los 49 pacientes considerados, 12 presentaron tumores 
gástricos con una longitud telomérica inferior o igual a 2.86 kb, frente a 37 pacientes que 
presentaron tumores con una longitud telomérica superior. Se observó una disminución 
en el nivel de expresión relativa (RQ) de TRF1 y TRF2 en el grupo de casos con TRF T ≤ 
2.86 kb, situándose por debajo del nivel considerado como expresión normal en el caso 
de TRF2 (RQ < 0.5). Sin embargo, las diferencias de expresión entre ambos grupos no 
fueron estadísticamente significativas para ninguno de los genes (Tabla 4.9).  
 
En cáncer gástrico, se ha sugerido que los tumores que presentan telómeros más 
cortos necesitan altos niveles de actividad telomerasa, y una gran cantidad de proteínas 
asociadas al ADN telomérico; mientras que aquellos tumores con telómeros de mayor 
longitud no requieren niveles elevados de actividad telomerasa ni de proteínas asociadas 
a telómeros (Matsutani et al., 2001). Nuestros resultados, sin embargo, no mostraron una 
relación significativa entre los niveles de expresión de TRF1 y TRF2, y la longitud teloméri-
ca tumoral, aunque sí se observó una menor expresión de ambos genes en el grupo de 
pacientes con un peor pronóstico clínico, los cuales presentaban tumores con una longi-
tud telomérica tumoral inferior a 2.86 kb. Así mismo, se obtuvieron menores niveles de 
expresión de ambos genes en aquellos tumores en los que el grado de acortamiento 
telomérico era más acusado.  
 
Como ya hemos visto anteriormente, un excesivo acortamiento y la desprotección de 
los extremos de los cromosomas por defectos en el complejo shelterin, o por la disminu-
ción de la presencia de alguno de sus componentes, desencadenan una respuesta al daño 
en el ADN ya que los telómeros son reconocidos como roturas de la doble cadena.  
Tabla 4.9      
Análisis de expre-
sión génica de 
TRF1 y TRF2 en 
tumores gástricos 
con una longitud 
telomérica tumo-
ral (TRF T) ≤ 2.86 
kb vs. > 2.86 kb. 
(* U de Mann- 
Whitney). 
TRF T ≤ 2.86 kb 12 0.53 ± 0.09
TRF T > 2.86 kb 37 0.79 ± 0.14
TRF T ≤ 2.86 kb 12 0.45 ± 0.07




telomérico Nº casos p*
0.352
Niveles de 
expresión                   
(RQ ± e.t.)
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La deleción de TRF1 en MEFs (mouse embryonic fibroblasts) provoca una rápida in-
ducción de la senescencia, mediante la activación de las vías ATM/ATR por fosforilación, y 
activación de sus efectores CHK1 y CHK2; sin embargo, las células seguían mostrando una 
longitud telomérica normal. Esto sugiere que TRF1 no tiene una papel esencial en el man-
tenimiento de la longitud telomérica, pero si en su protección (Martínez et al., 2009; Sfeir 
et al., 2009). De la misma forma, otro estudio realizado en células carentes de TRF1, mos-
tró que las células conservaban una longitud telomérica normal, pero existía un incremen-
to de las fusiones entre los extremos de los cromosomas (Okamoto et al., 2008). Un tra-
bajo similar, pero esta vez realizado en MEFs deficientes en TRF2, demuestra que la dele-
ción de este factor produce una inducción masiva de los mecanismos de recombinación 
homóloga. Esto se traduce en un incremento de la inestabilidad genómica, por fusiones 
entre cromosomas, relacionando así también a TRF2 con una cierta función protectora de 
la integridad telomérica (Celli y Lange, 2005). Por lo tanto, la falta de expresión de TRF1 y 
TRF2 detectada en los tumores gástricos con mayor grado de acortamiento telomérico, 
podría estar provocando un mayor grado de inestabilidad genómica y, por tanto, el desa-
rrollo de tumores de mayor agresividad que aquellos con telómeros no acortados. 
 
Se relacionó también la actividad telomerasa determinada en la población de tumo-
res gástricos con los niveles de expresión génica de TRF1 y TRF2. De los 50 pacientes in-
cluidos en los estudios de expresión, 41 tenían tumores con actividad telomerasa positiva 
y 9 tenían tumores con actividad telomerasa negativa. Los datos obtenidos indicaron que 
la expresión de TRF1 y TRF2 fue inferior en los tumores con actividad telomerasa positiva 
(0.67 ± 0.12 y 0.51 ± 0.05 para TRF1 y TRF2, respectivamente), con respecto a los tumores 
con actividad telomerasa negativa. En éstos últimos, la expresión relativa, en el caso de 
TRF1, fue de 0.95 ± 0.21, y en el caso de TRF2, de 0.76 ± 0.12. Las diferencias fueron signi-
ficativas en ambos casos (p = 0.040; U de Mann-Whitney).  
 
Posteriormente, se analizó el grado de asociación entre los niveles de actividad telo-
merasa y el nivel de expresión relativa de TRF1 y TRF2 en las muestras tumorales. Los 
resultados mostraron la existencia de una correlación negativa entre los niveles de activi-
dad telomerasa detectados en las muestras, y la expresión de ambos genes. Sin embargo, 
esta asociación fue de carácter débil, ya que se obtuvieron unos coeficientes de correla-
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 ción de r = -0.283 y de r = -0.250, respectivamente; pero sólo de forma significativa para 
TRF1 (p = 0.047 para TRF1, p = 0.080 para TRF2; Rho de Spearman). 
 
Nuestros resultados revelaron que en los tumores con actividad telomerasa positiva, 
los niveles de expresión de TRF1 y TRF2 eran inferiores a los niveles detectados en los 
tumores telomerasa negativos. Un estudio previo, que medía la expresión por inmunohis-
toquímica de TRF1 y TRF2, obtuvo mayores niveles de expresión de ambas proteínas en 
tejidos tumorales gástricos en los que previamente se había detectado actividad telome-
rasa. Esta expresión disminuía a medida que los tumores mostraban mayor grado de in-
vasión, sugiriendo que las condiciones óptimas para una elongación eficiente de los 
telómeros, por parte de telomerasa, durante la progresión del cáncer gástrico, requería de 
la supresión de las proteínas asociadas al telómero (Miyachi et al., 2002).  
 
Además, pusimos de manifiesto la existencia de una asociación negativa entre los ni-
veles de actividad telomerasa y TRF1, corroborando su papel como regulador de la sínte-
sis de repeticiones teloméricas por parte de telomerasa. TRF1 ejerce esta función a través 
de un mecanismo feddback negativo, mediante la unión de TRF1 al ADN telomérico e 
impidiendo el acceso de telomerasa al telómero (Steensel y Lange, 1997). 
 
A continuación, analizamos la posible existencia de diferencias en el nivel de expre-
sión relativa de los genes objeto de estudio y las variables clínico-patológicas en los tu-
mores gástricos. No se encontró ningún tipo de asociación entre dichas variables y la 
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4.4.1.1 EXPRESIÓN GÉNICA DE TRF1 Y TRF2 EN TUMORES GÁSTRICOS CON Y SIN 
INESTABILIDAD EN MICROSATÉLITES. 
 
Se comparó el nivel de expresión de TRF1  y TRF2 en la población de tumores gástri-
cos clasificada según su grado de inestabilidad en microsatélites. De los 50 casos que 
formaron parte del estudio de expresión, solamente se dispuso del grado de inestabilidad 
en 49 de ellos. Del total, 38 pacientes presentaron tumores de baja inestabilidad o esta-
bles (MSI-L/MSS), y 11 pacientes presentaron tumores de alta inestabilidad en microsaté-
lites (MSI-H).  
 
Tras el análisis de los resultados se observó, que el nivel de expresión de ambos ge-
nes, fue significativamente menor en el caso de los tumores con alta inestabilidad en 
microsatélites (MSI-H), respecto a los tumores con baja inestabilidad o estables (MSI-
L/MSS), como se muestra en la Figura 4.18. Los valores medios de expresión relativa (RQ) 
obtenidos fueron de 0.39 ± 0.11 y 0.34 ± 0.04 (media ± error típico) en los tumores MSI-
H, y 0.82 ± 0.13 y 0.62 ± 0.06 en los tumores clasificados como MSI-L/MSS (valores para 
TRF1 y TRF2, respectivamente). Estos datos mostraron una disminución significativa de la 
expresión, tanto de TRF1 como de TRF2, en el caso de los tumores con alta inestabilidad; 
Tabla 4.10            
Expresión génica 
(RQ) de TRF1 y 
TRF2 en las muestras 
tumorales de cáncer 
gástrico en relación 
a las variables 
clínico-patológicas. 
(* U de Mann-
Whitney, Kruskal-
Wallis). 
Nº casos p* p*
Varón 22
Mujer 28
≤ 73 años 26












I Ia, I Ib 13







0.49 ± 0.06 0.348
0.61 ± 0.09
0.56 ± 0.06 0.796
0.43 ± 0.10
0.44 ± 0.14 0.345
0.56 ± 0.06
0.59 ± 0.07 0.192
0.54 ± 0.07
0.47 ± 0.05 0.103
0.65 ± 0.09
0.53 ± 0.07 0.844
0.61 ± 0.08
(RQ ± e.t.)
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 mientras que permanecieron dentro de los niveles normales en el caso de los tumores 
estables o con baja inestabilidad. Las diferencias entre ambos grupos mostraron un nivel 
de significación estadística de p = 0.008 en el caso de TRF1 y de p = 0.006 para TRF2 (U 
de Mann-Whitney).  
 
Con el objeto de estudiar la influencia que TRF1 y TRF2 pudieran tener en la vía del 
fenotipo mutador, comprobamos si existían diferencias entre los niveles de expresión de 
ambos factores, entre los tumores gástricos con y sin presencia de inestabilidad en micro-
satélites. Nuestros resultados mostraron que los tumores gástricos desarrollados por la 
vía del fenotipo mutador (tumores MSI-H) poseían niveles de expresión de los genes TRF1 
y TRF2, significativamente inferiores que aquellos tumores desarrollados por la vía supre-
sora (MSI-L/MSS).  
 
Como se ha mencionado anteriormente, una de las principales funciones establecidas 
tanto para TRF1 como para TRF2, es la de proteger los extremos teloméricos; su altera-
ción genera telómeros disfuncionales característicos de las células tumorales. Sin embar-
go, estudios recientes defienden que TRF2 posee cierto papel oncogénico, ya que se ha 
detectado un incremento en su expresión en varios tipos de tumores durante la transfor-
mación maligna (Matsutani et al., 2001; Diala et al., 2013). Un estudio realizado en ratones 
ya defendía esta propuesta, demostrando que TRF2 actúa como un potente oncogén tras 
su sobre-expresión, provocando la inducción de la carcinogénesis epitelial, proceso que 
era más acelerado en ausencia de actividad telomerasa (Blanco et al., 2007). Otro trabajo 
relacionado sugiere que la perdida de función de TRF2 disminuye la capacidad tumorigé-
nica de varias líneas celulares humanas (Biroccio et al., 2006). Por lo tanto, nuestros resul-
Figura 4.18   
Expresión génica 
(RQ) de TRF1 y 
TRF 2 en tumores 
gástricos con y sin 
inestabilidad en 
microsatélites.     
(± 1e.t.). 
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tados parecen estar de acuerdo con esta corriente, ya que los pacientes con tumores gás-
tricos MSI-L/MSS con mayores niveles de expresión de TRF1 y TRF2, mostraban un peor 
pronóstico clínico; mientras que los pacientes con tumores MSI-H, con mejor pronóstico, 
presentaban una disminución en la expresión de TRF1 y TRF2. 
 
4.4.2 CUANTIFICACIÓN DE LOS NIVELES DE TERRA. 
 
La cuantificación de los niveles de TERRA se realizó por PCR cuantitativa a tiempo 
real con SYBR Green®, en las muestras no tumorales y tumorales de cáncer gástrico que 
formaron parte de la población de 50 pacientes seleccionados para los estudios de expre-
sión. De esta forma, se obtuvo una cuantificación relativa (RQ) de la cantidad de ARN 
telomérico (TERRA) presente en cada muestra tumoral, en relación a la cantidad de ARN 
telomérico encontrada en su correspondiente muestra de tejido control. 
 
Los resultados indicaron un 
significativo aumento de los niveles 
de TERRA en las muestras tumora-
les (3.98 ± 1.44) (media ± error 
típico), respecto a las muestras no 
tumorales (RQ = 1), siendo esta 
diferencia significativa, según la 
prueba de U de Mann-Whitney (p 
= 0.043) (Figura 4.19).  
 
La presencia de moléculas de ARN no codificantes (TelRNA/TERRA) en los telómeros, 
se puso de manifiesto hace relativamente pocos años, por lo que los conocimientos sobre 
su función y su implicación en el cáncer aún son escasos. Se han realizadoaalgunas inves-
tigaciones sobre la presencia de TERRA en líneas celulares tumorales humanas, como el 
estudio publicado por el Dr. Ng, realizado en varias líneas celulares tumorales de osteo-
sarcoma y de pulmón. En este trabajo se describe la presencia de mayores niveles de 
TERRA en estas células, que los encontrados en la línea celular SV-40, procedente de fi-
broblastos humanos (Ng et al., 2009).  
 
Figura 4.19   
Niveles de TERRA 
medidos en mues-
tras no tumorales 
y tumorales de 
pacientes afecta-
dos de cáncer 
gástrico. (± 1e.t.). 
* 
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 Sin embargo, son pocos los estudios que han determinado los niveles de TERRA en 
biopsias de tumores humanos. Solamente un trabajo realizado en pacientes afectados de 
astrocitomas, revela que los niveles de TERRA total en los tumores son inferiores a los de 
las muestras control, y van disminuyendo gradualmente a medida que el grado de malig-
nidad de la enfermedad aumenta (Sampl et al., 2012). Por esta razón, resulta interesante 
la investigación de este nuevo factor en el cáncer gástrico. Nuestros resultados mostraron 
que los niveles de TERRA en las muestras tumorales se encontraban más elevados que en 
las muestras de la mucosa no tumoral, tomadas como referencia.  
 
Con objeto de investigar el posible impacto que los niveles de TERRA ejercen sobre 
la longitud telomérica y la actividad telomerasa, realizamos un análisis comparativo entre 
estas dos variables. En primer lugar, se realizó un análisis de correlación entre los niveles 
de TERRA y la longitud telomérica tumoral de las muestras seleccionadas. En este caso, no 
se encontró una asociación significativa entre ambas, ya que el coeficiente de correlación 
calculado fue de r = - 0.047 (p = 0.749; Rho de Spearman).  
 
Se comprobó también si existían diferencias en los niveles de TERRA entre los dos 
grupos con distinto pronóstico clínico, en relación a la longitud telomérica tumoral. De los 
50 pacientes incluidos en este estudio, se dispuso de esta información para 49 de ellos. 
Los 12 pacientes con tumores con TRF T ≤ 2.86 kb, mostraron un nivel medio de TERRA 
de 3.54 ± 1.74 (RQ), mientras que el grupo formado por 37 pacientes con tumores con 
TRF T > 2.86 kb mostraron mayor nivel de TERRA, siendo en este caso el valor medio de 
RQ de 4.22 ± 1.86. Por tanto, la cantidad de moléculas de TERRA detectadas en este tipo 
de tumores fue más elevada, pero no de forma significativa (p = 0.834; U de Mann-
Whitney).  
 
Las diferencias en los niveles de TERRA entre los 41 tumores telomerasa positivos y 
los 9 tumores telomerasa negativos en los que se analizaron, fueron de 4.65 ± 1.74 y 0.93 
± 0.23, respectivamente; sin embargo, las diferencias no resultaron estadísticamente sig-
nificativas (p = 0.850; U de Mann-Whitney). Un estudio de correlación entre los niveles de 
TERRA y los niveles de actividad telomerasa de estas muestras, tampoco demostró aso-
ciación alguna entre ambos factores (r = 0.163; p = 0.257; Rho de Spearman). 
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Una de las primeras funciones descritas para TERRA fue su actuación como regulador 
negativo de la longitud telomérica (Luke et al., 2008; Pfeiffer y Lingner, 2012), a través de 
su función como inhibidor directo de la telomerasa. Se trata de una inhibición de tipo 
competitivo con telomerasa, por su afinidad con el ADN telomérico, tal y como se descri-
bió en estudios realizados in-vitro (Redon et al., 2010). Sin embargo, esta propuesta ha 
sido muy discutida ya que, posteriormente, estudios realizados en células telomerasa 
positivas demostraron que la inducción de la trascripción en un telómero, no tenía efec-
tos en la longitud del mismo (Farnung et al., 2012), ni afectaba a la capacidad de la telo-
merasa para alargar los telómeros transcritos (Arora et al., 2012).  
 
Un trabajo anterior, realizado en levaduras, mostraba un acortamiento progresivo de 
los telómeros, de una manera cis-dependiente, tras la inducción de la transcripción telo-
mérica (Sandell et al., 1994). El acortamiento que se produce en este caso es aditivo al 
que se produce de forma natural por inactivación de telomerasa; por lo tanto, el posible 
acortamiento debido a un aumento en los niveles de TERRA, sería independiente de la 
inhibición de telomerasa (Maicher et al., 2012). 
 
Nuestros resultados no mostraron relaciones significativas entre los niveles de TERRA 
determinados y la longitud telomérica de las muestras tumorales. Tampoco se detectaron 
asociaciones entre niveles de TERRA y el grado de acortamiento telomérico de los tumo-
res con respecto a las muestras control. Además, el grupo de pacientes con peor pronós-
tico clínico, que mostraba telómeros extremadamente cortos, presentaban menores nive-
les de TERRA que el grupo de pacientes con mejor pronóstico clínico, pero no de forma 
significativa. Así mismo, el estudio en relación a la actividad telomerasa mostraba mayor 
cantidad de moléculas de TERRA en los tumores telomerasa positivos, pero este aumento 
tampoco  fue significativo. Por lo tanto, nuestros resultados estarían en concordancia con 
aquellos trabajos que defienden que TERRA no está relacionado con la longitud de los 
telómeros, ni con los niveles de actividad de la enzima telomerasa.  
 
Respecto a las variables clínico-patológicas, no se encontraron relaciones de nivel es-
tadístico entre éstas y los niveles de TERRA, excepto en el caso de los pacientes de eda-
des más avanzadas, que mostraron mayores niveles de TERRA que aquellos pacientes con 
edades inferiores o iguales a 73 años (p = 0.040; U de Mann-Whitney) (Tabla 4.11).  
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4.4.2.1 CUANTIFICACIÓN DE LOS NIVELES DE TERRA EN TUMORES GÁSTRICOS CON 
Y SIN INESTABILIDAD EN MICROSATÉLITES. 
 
La población de 50 pacientes utilizada en este estudio estaba formada por 38 pacien-
tes con tumores de baja inestabilidad o estables (MSI-L/MSS) y 11 pacientes con tumores 
de alta inestabilidad en microsatélites (MSI-H). Los niveles de TERRA detectados en los 
tumores MSI-H fueron significativamente inferiores a los niveles detectados en los tumo-
res MSI-L/MSS, como se refleja en la Figura 4.20.  
 
Los niveles de TERRA determinado en las muestras MSI-H fueron de 1.04 ± 0.24, 
mientras que para los tumores MSI-L/MSS fueron de 4.93 ± 1.87. La diferencia entre am-
bos grupos fue significativa con un p = 0.046 (U de Mann-Whitney). Los resultados obte-
nidos mostraron una disminución significativa  de los niveles de TERRA en los tumores 
gástricos con alta inestabilidad en microsatélites. Resulta interesante destacar que en este 
tipo tumoral con mayor grado de acortamiento telomérico, se observaran menores nive-
les de TERRA. 
  
Tabla 4.11      
Niveles de TERRA 
(RQ) en relación a 
las variables clínico-
patológicas utiliza-
das en cáncer 
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Las proteínas shelterins juegan también un papel importante en la transcripción de 
TERRA. Parece ser que TERRA es reclutado en los telómeros a través de su interacción 
física con TRF1 y TRF2, pero la deleción de cada una de ellas ejerce efectos distintos en la 
transcripción de TERRA. Por un lado, la deleción de TRF1 produce una disminución de la 
transcripción de TERRA (Schoeftner y Blasco, 2008), mientras que la deleción de TRF2 
provoca un aumento de la misma mediante la cooperación funcional entre p53 y MLL, un 
regulador transcripcional asociado a los telómeros (Caslini et al., 2009).  
 
Sin embargo, en los tumores gástricos con alta inestabilidad en microsatélites obser-
vamos bajos niveles de transcripción de TERRA. Una posible explicación podría encontrar-
se en la implicación del complejo MRE11 (MRE11/RAD50/NBS1) en la transcripción telo-
mérica. Este complejo es requerido por los mecanismos de reparación del ADN, y partici-
pa en la regulación de los puntos de control del ciclo celular, y en el mantenimiento te-
lomérico, llevando a la heterocromatina telomérica a un estado “abierto” que permite el 
acceso de telomerasa al telómero para su elongación (Ritchie y Petes, 2000).  
 
Se ha descrito que los tumores gástricos con altos niveles de TRF1 y TRF2 requieren a 
su vez de altos niveles de expresión del complejo MRE11 (MRE11/RAD50/NBS1) para 
mantener la longitud telomérica, tal como correspondería a los tumores gástricos clasifi-
cados como MSI-L/MSS. Sin embargo, en el caso de los tumores MSI-H se ha descrito la 
presencia de mutaciones, que conllevan a una disminución de la expresión y funcionali-
dad del complejo MRE11, de forma que se estaría impidiendo la transcripción telomérica 
(Giannini et al., 2004; Ottini, 2004). En este caso, los telómeros se mantendrían en un es-
Figura 4.20  
Cuantificación 
relativa (RQ) de 
TERRA en tumores 
gástricos según su 
grado de inestabi-
lidad en microsa-
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 tado permanente de desprotección, que se traduciría en una activación permanente de 









4.5.1 ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA DE PROTEASAS IMPLICADAS EN 
CÁNCER GÁSTRICO. 
 
Se realizó un estudio de expresión de un grupo de 31 genes codificantes para una 
serie de proteasas, relacionadas con el desarrollo y la progresión del cáncer, para conocer 
su implicación en el cáncer de estómago. Se seleccionó un grupo de 40 casos, en los que 
se analizaron los niveles de expresión de cada uno de los genes seleccionados, tanto en 
las muestras no tumorales como en los correspondientes tumores, mediante el empleo 
de matrices personalizadas TaqMan® Array Micro Fluidic Cards (Life Technologies, EE.UU.). 
De esta forma, se obtuvieron los niveles de expresión génica de cada una de las proteasas 
seleccionadas.  
 
De los 31 genes estudiados, 16 presentaron un nivel de expresión relativa (RQ) den-
tro de los límites establecidos como normales (0.5 - 2), de los cuales, ADAM9, ADAM10, 
ADAM15, ADAM23, MMP2, CASP1, CASP3, CTSD, ACE, SHH, HTRA-2 y TIMP3 mostraron 
diferencias significativas entre las muestras tumorales y no tumorales. Los genes ADAM12, 
ADAMTS18, MMP1, MMP3, MMP7, MMP9, MMP13, CASP5, CTSB, KLK6, KLK10, UCHL, SER-
PINE-1, y TIMP1 presentaron niveles de expresión (RQ) superiores a 2. Todos ellos se en-
contraban sobre-expresados de forma significativa en los tumores, con respecto a los 
niveles de expresión detectados en las muestras control, excepto MMP1, CTSB y UCHL, en 
los que las diferencias no alcanzaron el nivel de significación estadística. Solamente uno 
de los genes analizados mostró un nivel de expresión inferior a la normalidad, fue el caso 
de la proteasa IHH con un RQ < 0.5, pero muy cercano a este límite. Todos estos datos se 
encuentran detallados en la Tabla 4.12. 
 
4.5 
DEGRADOMA TUMORAL  
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A continuación, relacionamos la expresión génica relativa de cada una de las protea-
sas seleccionadas, con las variables clínico-patológicas consideradas en la población de 
cánceres gástricos objeto de estudio. No se encontró ninguna relación entre el sexo, la 
edad de los pacientes, la localización del tumor o el tipo histológico tumoral con la expre-
Tabla 4.12      
Expresión génica de 
las proteasas selec-
cionadas en un 
grupo de 40 pacien-
tes afectados de 
cáncer gástrico.      
(* t de Student para 
valores de ΔΔCt, U 
de Mann-Whitney 
para valores de 
RQ). 
(ΔΔCt ± e.t.) p* (RQ ± e.t.) p*
ADAM9 0.73 ± 0.17 < 0.001 0.86 ± 0.16 0.001
ADAM10 0.42 ± 0.12 0.002 0.85 ± 0.07 0.012
ADAM12 -1.68 ± 0.27 < 0.001 6.24 ± 1.56 < 0.001
ADAM15 0.72 ± 0.16 < 0.001 0.79 ± 0.11 0.048
ADAM23 1.55 ± 0.36 < 0.001 0.93 ± 0.24 0.004
ADAMTS18 -0.91 ± 0.49 0.122 10.3 ± 4.13 0.012
MMP1 0.80 ± 0.41 0.079 5.98 ± 1.96 0.985
MMP2 0.65 ± 0.36 0.178 1.40 ± 0.32 < 0.001
MMP3 -2.05 ± 0.48 < 0.001 23.49 ± 7.83 < 0.001
MMP7 -3.32 ± 0.53 < 0.001 204.44 ± 153.0 0.001
MMP9 -0.88 ± 0.34 0.014 4.25 ± 1.39 < 0.001
MMP13 -4.25 ± 0.61 < 0.001 165.8 ± 69.3 0.008
MMP14 -0.44 ± 0.23 0.054 1.95 ± 0.31 0.562
CASP1 0.33 ± 0.20 0.1 1.11 ± 0.18 < 0.001
CASP3 0.74 ± 0.17 < 0.001 0.73 ± 0.06 0.014
CASP5 -0.60 ± 0.49 0.347 173.4 ± 149.8 < 0.001
CTSB -0.78 ± 0.15 < 0.001 2.06 ± 0.25 0.793
CTSD 0.14 ± 0.17 0.411 1.12 ± 0.14 0.005
CTSL -0.50 ± 0.21 0.036 1.99 ± 0.33 0.251
KLK6 -7.03 ± 0.63 < 0.001 1018.5 ± 476.9 < 0.001
KLK10 -3.73 ± 0.45 < 0.001 48.07 ± 18.43 < 0.001
ACE 1.10 ± 0.33 0.001 0.92 ± 0.28 0.007
IHH 2.01 ± 0.41 < 0.001 0.48 ± 0.06 < 0.001
DHH 1.13 ± 0.48 0.043 1.70 ± 0.53 0.504
SHH 3.13 ± 0.62 < 0.001 0.76 ± 0.23 0.013
UCHL-1 0.82 ± 0.42 0.073 2.27 ± 0.91 0.722
HTRA-2 0.85 ± 0.18 < 0.001 0.68 ± 0.07 0.001
SERPINE1 -0.86 ± 0.39 0.038 4.69 ± 1.25 0.003
TIMP1 -1.15 ± 0.23 < 0.001 3.26 ± 0.59 < 0.001
TIMP2 0.71 ± 0.26 0.019 1.07 ± 0.18 0.528
TIMP3 1.20 ± 0.29 < 0.001 0.97 ± 0.29 0.011
Niveles de expresión de proteasas
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 sión génica de las distintas proteasas. En el caso de los parámetros relacionados con el 
desarrollo del tumor, cabe destacar que la expresión de los inhibidores de metaloprotea-
sas TIMP2 y TIMP3, se encontraba disminuida significativamente en los tumores clasifica-
dos como T1 y T2 frente a los clasificados como T3 y T4 (0.58 ± 0.11 vs. 1.26 ± 0.21 en el 
caso de TIMP2, y 0.33 ± 0.08 vs. 1.52 ± 0.48 en el caso de TIMP3; p = 0.007, p = 0.021, 
respectivamente; U de Mann Whitney); y ausencia de invasión ganglionar (N0 vs. N1, N2, 
N3)) (0.65 ± 0.12 vs. 1.36 ± 0.25, en el caso de TIMP2 y 0.46 ± 0.08 vs. 1.69 ± 0.59, en el 
caso de TIMP3; p = 0.015, p = 0.050 respectivamente; U de Mann Whitney). 
 
Los resultados muestran que 14 de los 31 genes analizados presentaban niveles ma-
yores de expresión en los tumores, con respecto a los tejidos no tumorales tomados co-
mo referencia. Este es el caso de algunas metaloproteasas, como MMP-1, MMP-3, MMP-
7, MMP-9, y MMP-13. La MMP-9 destaca por tener un papel fundamental en la invasión 
tumoral, y participa en la degradación del colágeno tipo IV, principal componente de la 
matriz extracelular (Emonard et al., 1992; Cao et al., 1995). Un estudio previo de nuestro 
grupo de investigación, realizado en pacientes afectados de cáncer colorrectal, demuestró 
también un aumento de los niveles de MMP2, MMP9, TIMP1 y TIMP2 en los tejidos tumo-
rales con respecto a los tejidos control (Morán et al., 2005a), de igual forma que poste-
riormente se demostró en otro trabajo, que los niveles de estas mismas moléculas esta-
ban aumentados también en los cánceres no microcíticos de pulmón (Iniesta et al., 2007). 
 
Un estudio de expresión génica de la metaloproteasa MMP1 en cáncer gástrico, des-
cribe la relación entre niveles elevados de expresión y un peor pronóstico clínico de los 
pacientes, ya que participa en la invasión de la mucosa gástrica y en la diseminación de 
las células tumorales hacia los ganglios linfáticos. Además, participa en la activación de la 
MMP-2, también con una función importante en la invasión tumoral (Mori et al., 1997). 
Otra metaloproteasa implicada en los procesos de invasión y metástasis del cáncer gástri-
co es la MMP-7 (Honda et al., 1996; Ogden et al., 2008), cuyos niveles se han visto sobre-
expresados en otros estudios similares realizados en diversos tipos de cáncer que afectan 
a órganos del tracto digestivo, como el esófago (Yamamoto et al., 1999a), el páncreas 
(Jones et al., 2004), el hígado (Yamamoto et al., 1997a) o el cáncer colorrectal (Adachi et 
al., 1999). En otros trabajos realizados en muestras de tumores gástricos, la MMP-7 se 
asocia con la invasión de la mucosa gástrica, la diseminación peritoneal y las metástasis a 
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ganglios linfáticos (Aihara et al., 2005). Esta sobre-expresión también ha sido identificada 
en lesiones de la mucosa gástrica, previas al desarrollo del tumor (Alakus et al., 2010). 
Respecto a la MMP-3, un estudio realizado in vitro en células AGS demuestra que la so-
bre-expresión de esta proteína causa un incremento en la capacidad de invasión de las 
células, además de incrementar la expresión de la MMP-10, y disminuir los niveles de la 
MMP-15 (Gencer et al., 2011). 
 
En el caso de la colagenasa-3 (MMP-13), un estudio realizado en una serie de 110 
adenocarcinomas gástricos demostró un aumento de expresión de esta metaloproteasa 
en los tejidos tumorales, y su contribución a la progresión del cáncer gástrico de forma 
coordinada con la sobre-expresión de MMP-1 y MMP-2 (Elnemr et al., 2003).  
 
Las desintegrin-metaloproteasas ADAM12 y ADAMTS18 se encontraron también so-
bre-expresadas de forma significativa, de acuerdo con nuestros resultados, del mismo 
modo que fue publicado en un estudio realizado en varias líneas celulares de cáncer gás-
trico en las que se detectaron niveles elevados de ADAM-9, ADAM-12 y ADAM-15 por 
inmunohistoquímica (Carl-McGrath et al., 2005). Sin embargo, no se han encontrado en la 
literatura indicios de que CASP-5 tenga efectos significativos en la carcinogénesis gástri-
ca, aunque sí se ha descrito la presencia de mutaciones en CASP-5 en un 16.7% de los 
tumores gástricos analizados, lo que provocaría la inhibición de la apoptosis y la progre-
sión de la enfermedad (Soung et al., 2008).  
 
Son varias las catepsinas cuyos niveles se han encontrado incrementados en cáncer 
gástrico, como la catepsina B, E, L, K, S, X y Z. En concordancia con nuestros resultados, la 
catepsina B se ha visto elevada en otros tipos de tumores de carácter muy invasivo, como 
el melanoma y, de forma más destacada, en aquellos casos en los que los pacientes ha-
bían desarrollado metástasis, sugiriendo un importante papel en la invasión tumoral (Tan 
et al., 2013). 
 
Las dos kalikreínas analizadas, KLK-6 y KLK-10, mostraron una expresión aberrante en 
los tumores gástricos de nuestra población. Varios son los estudios que corroboran este 
resultado, ya que en el caso de KLK6, su sobre-expresión ha sido relacionada con los pro-
cesos de carcinogénesis y progresión tumoral (Bayani y Diamandis, 2012). Otros trabajos 
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 demuestran que su silenciamiento mediante ARNs de interferencia reduce el potencial de 
invasión de las células tumorales in vitro, su proliferación, y reduce la proporción de célu-
las en fase S del ciclo celular (Nagahara et al., 2005; Kim et al., 2012). Respecto a la KLK-10 
los resultados son más contradictorios, ya que se ha descrito una disminución de su ex-
presión en algunos carcinomas gástricos pobremente diferenciados; posiblemente debido 
al silenciamiento por metilación de su promotor (Huang et al., 2007). Su sobre-expresión 
in vitro, también se ha descrito que produce un descenso del ratio de proliferación 
(Huang et al., 2008). Sin embargo, varios son los estudios que detectan altos niveles de 
KLK10 en muestras de tejido tumoral gástrico (Yousef et al., 2005; Feng et al., 2006; Jiao et 
al., 2013).   
 
4.5.2 EXPRESIÓN GÉNICA DE PROTEASAS EN TUMORES GÁSTRICOS CON Y 
SIN INESTABILIDAD EN MICROSATÉLITES. 
 
Con objeto de explorar la posible existencia de un perfil de expresión génica diferen-
te en los tumores gástricos con y sin inestabilidad en microsatélites, se realizó un estudio 
comparativo de los niveles de expresión de cada uno de los genes analizados en ambos 
grupos tumorales. De los 40 pacientes seleccionados para el estudio del degradoma, 29 
presentaron tumores de baja inestabilidad o estables (MSI-L/MSS), y 11 pacientes presen-
taron tumores de alta inestabilidad (MSI-H).  
 
Los resultados del análisis comparativo mostraron una disminución de la expresión 
en 28 (90.3%) de los 31 genes analizados en los tumores con alta inestabilidad en micro-
satélites, en comparación a los tumores de baja inestabilidad o estables. Estas diferencias 
fueron significativas (p < 0.05) para los genes ADAM15, ADAM23, CASP3, DHH, SHH, 
HTRA-2, y TIMP2 (teniendo en cuenta valores de expresión tanto de ΔΔCt como de RQ), 
como se muestra en la Tabla 4.13.  
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Tabla 4.13        
(continúa en la 
página siguiente). 
(ΔΔCt ± e.t.) p* (RQ ± e.t.) p*
MSI-L/MSS 0.67 ± 0.19 0.84 ± 0.16
MSI-H 0.89 ± 0.40 0.92 ± 0.43
MSI-L/MSS 0.37 ± 0.13 0.86 ± 0.08
MSI-H 0.55 ± 0.27 0.82 ± 0.16
MSI-L/MSS -1.48 ± 0.34 5.95 ± 2.02
MSI-H -2.20 ± 0.42 7.01 ± 2.15
MSI-L/MSS 0.45 ± 0.18 0.93 ± 0.15
MSI-H 1.43 ± 0.25 0.45 ± 0.08
MSI-L/MSS 1.00 ± 0.44 1.22 ± 0.31
MSI-H 2.99 ± 0.33 0.16 ± 0.03
MSI-L/MSS -1.24 ± 0.57 12.45 ± 5.04
MSI-H 0.48 ± 0.62 1.13 ± 0.48
MSI-L/MSS -0.79 ± 0.50 6.71 ± 2.38
MSI-H -0.84 ± 0.57 2.82 ± 1.43
MSI-L/MSS 0.56 ± 0.44 1.60 ± 0.39
MSI-H 1.07 ± 0.29 0.54 ± 0.14
MSI-L/MSS -2.62 ± 0.56 29.87 ± 10.50
MSI-H -0.55 ± 0.84 6.64 ± 3.93
MSI-L/MSS -3.60 ± 0.56 240.8 ± 210.2
MSI-H -2.59 ± 1.23 108.6 ± 68.25
MSI-L/MSS -0.76 ± 0.39 4.35 ± 1.69
MSI-H -1.43 ± 0.55 3.80 ± 1.36
MSI-L/MSS -3.95 ± 0.69 180.5 ± 85.55
MSI-H -5.49 ± 1.23 104.6 ± 40.14
MSI-L/MSS -0.48 ± 0.27 2.07 ± 0.37
MSI-H -0.29 ± 0.33 1.40 ± 0.33
MSI-L/MSS 0.26 ± 0.24 1.21 ± 0.21
MSI-H 0.64 ± 0.21 0.68 ± 0.12
MSI-L/MSS 0.53 ± 0.16 0.80 ± 0.08
MSI-H 1.29 ± 0.41 0.53 ± 0.09
MSI-L/MSS -0.34 ± 0.49 33.43 ± 31.34
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Los resultados obtenidos en el estudio de screening preliminar fueron posteriormente 
validados por PCR cuantitativa a tiempo real (Q-PCR), mediante el empleo de sondas 
TaqMan®. Para ello, se amplió la población en nueve casos más de pacientes con tumores 
MSI-L/MSS, en los que se analizó el nivel de expresión de los genes que habían mostrado 
Tabla 4.13        
(viene de la pági-
na anterior) Análi-
sis de expresión 
génica diferencial 
de las proteasas 
seleccionadas en 
los tumores gástri-
cos con y sin ines-
tabilidad en micro-
satélites. (* t de 
Student para 
valores de ΔΔCt, U 
de Mann-Whitney 
para valores de 
RQ). 
(ΔΔCt ± e.t.) p* (RQ ± e.t.) p*
MSI-L/MSS -0.77 ± 0.18 2.09 ± 0.29
MSI-H -0.81 ± 0.26 1.91 ± 0.36
MSI-L/MSS 0.01 ± 0.18 1.22 ± 0.17
MSI-H 0.72 ± 0.29 0.67 ± 0.13
MSI-L/MSS -0.63 ± 0.24 2.19 ± 0.39
MSI-H 0.10 ± 0.42 1.12 ± 0.27
MSI-L/MSS -6.67 ± 0.74 1127.2 ± 585.80
MSI-H -8.58 ± 0.58 547.5 ± 182.7
MSI-L/MSS -3.68 ± 0.52 52.16 ± 22.73
MSI-H -3.97 ± 0.97 31.06 ± 11.27
MSI-L/MSS 1.00 ± 0.39 1.03 ± 0.33
MSI-H 1.57 ± 0.42 0.41 ± 0.12
MSI-L/MSS 1.60 ± 0.37 0.54 ± 0.07
MSI-H 3.81 ± 1.37 0.23 ± 0.11
MSI-L/MSS 0.70 ± 0.55 2.08 ± 0.64
MSI-H 2.83 ± 0.40 0.16 ± 0.03
MSI-L/MSS 1.94 ± 0.66 1.03 ± 0.28
MSI-H 6.24 ± 0.91 0.03 ± 0.01
MSI-L/MSS 0.43 ± 0.49 2.74 ± 1.11
MSI-H 2.47 ± 0.60 0.26 ± 0.09
MSI-L/MSS 0.62 ± 0.15 0.74 ± 0.08
MSI-H 1.84 ± 0.59 0.43 ± 0.07
MSI-L/MSS -0.98 ± 0.47 5.42 ± 1.51
MSI-H -0.36 ± 0.41 1.56 ± 0.41
MSI-L/MSS -1.26 ± 0.27 3.61 ± 0.70
MSI-H -0.70 ± 0.29 1.78 ± 0.28
MSI-L/MSS 0.28 ± 0.32 1.36 ± 0.22
MSI-H 1.87 ± 0.25 0.31 ± 0.04
MSI-L/MSS 1.01 ± 0.39 1.22 ± 0.39
MSI-H 1.72 ± 0.17 0.32 ± 0.03
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diferencias significativas en el análisis anterior. Todos los pacientes con tumores MSI-H, 
de los que se dispuso de ARN para los estudios de expresión, ya habían sido incluidos en 
el primer grupo de pacientes. 
 
Al comparar los datos de expresión obtenidos en los tumores con y sin inestabilidad 
en microsatélites, tras el aumento de la población y su análisis por PCR cuantitativa a 
tiempo real, se constató la disminución significativa de la expresión de ADAM15, 
ADAM23, DHH, SHH, HTRA-2 y TIMP2 (p = 0.003, p = 0.003, p = 0.023, p < 0.001, p = 
0.034, p = 0.002, respectivamente; U de Mann-Whitney). En el caso de CASP3, las diferen-
cias de expresión entre ambos grupos no alcanzaron el nivel de significación para los 
valores de RQ (p = 0.080; U de Mann-Whitney), aunque sí se mantuvo la misma tendencia 
que en el anterior análisis (Tabla 4.14, Figura 4.21).  
 
La presencia de metástasis es la principal causa de muerte entre los pacientes con 
cáncer. Es un proceso cuyo paso inicial se considera la invasión del tejido circundante al 
tumor por las células cancerígenas. En el caso de los tumores gástricos con alta inestabili-
dad en microsatélites, la presencia de metástasis en los pacientes es muy reducida en 
comparación con los tumores que no presentan este tipo de alteraciones, lo que nos hizo 
Tabla 4.14         
Análisis de expre-
sión génica diferen-
cial de las proteasas 
seleccionadas en los 
tumores gástricos 
con y sin inestabili-
dad en microsatéli-
tes tras la validación 
por Q-PCR (* t de 
Student para valo-
res de ΔΔCt, U de 
Mann-Whitney para 
valores de RQ). 
(ΔΔCt ± e.t.) p* (RQ ± e.t.) p*
MSI-L/MSS 0.36 ± 0.16 0.98 ± 0.15
MSI-H 1.43 ± 0.25 0.45 ± 0.08
MSI-L/MSS 1.01 ± 0.38 1.19 ± 0.25
MSI-H 3.00 ± 0.33 0.16 ± 0.03
MSI-L/MSS 0.50 ± 0.16 0.91 ± 0.16
MSI-H 1.29 ± 0.41 0.53 ± 0.09
MSI-L/MSS 0.67 ± 0.54 2.05 ± 0.58
MSI-H 2.83 ± 0.40 0.16 ± 0.03
MSI-L/MSS 1.70 ± 0.53 0.97 ± 0.24
MSI-H 6.24 ± 0.91 0.03 ± 0.01
MSI-L/MSS 0.63 ± 0.11 0.75 ± 0.07
MSI-H 1.84 ± 0.59 0.43 ± 0.07
MSI-L/MSS 0.34 ± 0.26 1.24 ± 0.17
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 pensar que ambos tipos tumorales podrían presentar un perfil de expresión diferente de 
las proteínas implicadas en el proceso metastásico y en la progresión tumoral.  
 
Tras el análisis comparativo entre los niveles de expresión de las proteasas analiza-
das, respecto a la presencia o no de inestabilidad en microsatélites en los tumores, los 
resultados mostraron una disminución de la expresión, de forma generalizada, de todos 
los genes considerados, siendo significativa en el caso de ADAM15, ADAM23, DHH, SHH, 
HTRA-2 y el inhibidor de metaloproteasas, TIMP2.  
 
Nuestro grupo de investigación ya había descrito previamente diferencias molecula-
res en algunas proteasas, entre tumores colorrectales con y sin inestabilidad en microsa-
télites. Es el caso de la MMP-3, cuya expresión se ve disminuida en tumores MSI-H debi-
do a mutaciones en el promotor que no aparecen en los tumores MSI-L/MSS (Morán et 
al., 2002; 2005b), Un estudio similar se realizó también para la MMP-7, cuya expresión se 
vio significativamente disminuida tras un screening de 114 moléculas implicadas en adhe-
sión, en una serie de tumores colorrectales con y sin inestabilidad en microsatélites (Orte-
ga et al., 2010). En el caso del cáncer gástrico, nuestros resultados demuestran que en los 
tumores con alta inestabilidad la expresión de las moléculas de adhesión que participan 
en los procesos de invasión y metástasis del cáncer se encuentra disminuida, favorecien-




(RQ) de las pro-
teasas seleccio-
nadas entre los 
tumores gástricos 
con y sin inestabi-
lidad en microsa-
télites, tras la 
validación por  
Q-PCR. (± 1e.t.). 
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Una de las principales características de los tumores desarrollados por la vía del feno-
tipo mutador es el alto porcentaje de mutaciones acumuladas. La mayoría de ellas son 
producidas en regiones microsatélite denominadas “neutras” o “no codificantes”. Sin em-
bargo, también se crean alteraciones en genes implicados en el desarrollo del cáncer, ya 
que muchas de las regiones codificantes de los genes comienzan con secuencias repetiti-
vas, loci característicos de los microsatélites (Yamamoto et al., 1997b). En este caso, la 
replicación fiel del material genético incluido en estas regiones inestables se ve compro-
metida por fallos en los sistemas de reparación del ADN, acumulándose las mutaciones 
de genes implicados en la carcinogénesis. Este concepto se encuentra en concordancia 
con el modelo propuesto por el Dr. Perucho en 1996, conocido como “el mutador que 
muta a otro mutador” (Perucho, 1996).  
 
Son varios los genes que resultan con una expresión disminuida debido a la presen-
cia de este tipo de mutaciones en sus regiones promotoras. Este es el caso de la CASP-5, 
que posee una región (A)10 en su región codificante; detectándose mutaciones en un 28% 
de los tumores de endometrio, un 62% de los tumores de colon, y un 44% de los tumores 
de estómago con inestabilidad en microsatélites. Un hecho similar ocurre en los genes de 
los sistemas MMR (mismatch repair system), hMSH3 y hMSH6, cuyas mutaciones son de-
tectadas en un 64% y un 52%, respectivamente, en tumores gástricos MSI-H (Schwartz et 
al., 1999). 
 
Otra posible explicación para la disminución de los niveles de expresión de algunas 
de estas proteasas, y que ha sido relacionado con la presencia de inestabilidad en micro-
satélites, es su regulación por hipermetilación de sus regiones promotoras, lo que provo-
ca el silenciamiento génico de las mismas. Este mecanismo ha sido descrito con anteriori-
dad en el caso de ADAM23, cuya expresión se encuentra reducida en los tumores gástri-
cos, y que se ve aumentada tras el tratamiento con un agente desmetilante (Takada et al., 
2005). También ha sido descrita la presencia, de forma frecuente, de un alto grado de 
metilación del promotor del gen IHH en tumores y adenomas colorrectales (Fu et al., 
2010a; 2010b). Otro estudio realizado también en tumores colorrectales revela la frecuen-
te presencia de mutaciones de marco de lectura y metilación del promotor del gen 
TIMP3, en tumores con alta inestabilidad en microsatélites (Brueckl et al., 2005). 
 
 







El cáncer es una de las mayores causas de muerte en todo el mundo. Entre los tipos 
de tumores más agresivos se encuentra el cáncer gástrico, quinto tipo tumoral con mayor 
incidencia a nivel mundial, y el tercer principal causante de muertes por cáncer (Ferlay et 
al., 2014). Su índice de supervivencia a 5 años es de, aproximadamente, un 25%, lo que 
nos indica la necesidad de investigar nuevos tratamientos que ayuden a mejorar estas 
cifras. Para ello, resulta fundamental el conocimiento en profundidad de la enfermedad y 
de sus características moleculares, con el objetivo de lograr una mejor clasificación de los 
pacientes en el momento del diagnóstico, y la elección de la terapia adecuada. Además, la 
descripción de nuevos biomarcadores permitirá establecer nuevas estrategias de trata-
miento, cada vez más personalizadas y adecuadas al tipo de tumor a tratar.  
 
El cáncer de estómago es considerado una enfermedad multifactorial, ya que es el 
resultado de la combinación de una serie de factores ambientales, hereditarios, y altera-
ciones genéticas específicas. A nivel molecular, las vías carcinogénicas implicadas en el 
desarrollo del cáncer gástrico, la vía supresora, y la vía del fenotipo mutador, dan lugar al 
desarrollo de tumores con distintas características clínico-patológicas, que confieren un 
pronóstico clínico diferente a los pacientes afectados. Profundizar en el perfil molecular 
que sustenta estas diferencias nos ayudará a definir nuevos marcadores específicos para 
cada tipo tumoral, con un claro potencial terapéutico. 
 
En nuestra población, detectamos claramente una subpoblación de tumores gástricos 
desarrollados por la vía del fenotipo mutador, que se correspondía con el 18.1% de la 
población total. Se trata de tumores que mostraron un perfil clínico-patológico específico, 
ya que se correspondían con cánceres gástricos de tipo intestinal, y de localización distal, 
en definitiva, tumores con características menos agresivas que las que desarrollan en 
otros tipos de cánceres gástricos. Además, los pacientes clasificados en este grupo, no 
presentaban invasión ganglionar, ni metástasis en el momento de la intervención.  
4.6 DISCUSIÓN FINAL 
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El mejor pronóstico clínico desarrollado por los pacientes con tumores que presentan 
inestabilidad en microsatélites, es un hecho confirmado; sin embargo, poco se conoce del 
mecanismo que soporta este proceso. Multitud de estudios demuestran que la presencia 
de este tipo de alteraciones confiere a los pacientes una mayor probabilidad de supervi-
vencia (Falchetti et al., 2008; Corso et al., 2009; Kim et al., 2010; Fang et al., 2012).  
 
En nuestra población, también se demostró que los pacientes con tumores que pre-
sentaban alta inestabilidad en microsatélites mostraban un mejor pronóstico clínico que 
el grupo de pacientes con tumores de baja inestabilidad en microsatélites o estables. La 
detección molecular de la inestabilidad en microsatélites es relativamente simple, en 
comparación con la mayoría de las características genéticas moleculares con un potencial 
valor clínico, y debería ser parte integral de la rutina de clasificación del cáncer de estó-
mago, con el fin de proporcionar a los pacientes un pronóstico más exacto, y un trata-
miento adecuado a su situación.  
 
Por otro lado, la inestabilidad genómica generada en las células, debido al acorta-
miento critico de los telómeros, es una de las principales causas del desarrollo de un tu-
mor (Murnane, 2010). Las células tumorales tienen la capacidad de sortear las señales que 
promueven la parada del ciclo celular y la entrada de las células en senescencia, produ-
ciéndose una proliferación incontrolada, en una atmósfera de inestabilidad y aberraciones 
cromosómicas, que genera un tumor (Shay y Wright, 2010). El estudio de la función telo-
mérica en los tumores gástricos muestra que existe un acortamiento telomérico con res-
pecto al tejido no tumoral del propio paciente, más acusado en los primeros estadios 
tumorales, pero que se va reduciendo progresivamente a medida que el tumor crece. Esto 
se debe a que en el 77.6% de los tumores analizados, se produjo la reactivación de la 
enzima telomerasa, encargada de mantener la longitud de los telómeros para asegurar la 
supervivencia de la célula tumoral.  
 
Además, observamos que la actividad enzimática era más intensa en los estadios ini-
ciales, precisamente cuando el grado de proliferación de las células se encuentra más 
alterado, el grado de acortamiento es mayor, y la necesidad por parte de las células tu-
morales de mantener la longitud de sus telómeros es superior. Por consiguiente, tanto la 
presencia de longitudes teloméricas críticas, como la reactivación de la telomerasa, con-
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 tribuyen al inicio de la tumorigénesis gástrica y posterior desarrollo progresivo de la en-
fermedad. Esta disfunción telomérica es un evento común a muchos tipos tumorales, y 
son numerosos los trabajos que validan su potencial como marcador de pronóstico (Gar-
cia-Aranda et al., 2006; Frías et al., 2008; Martinez-Delgado et al., 2013; Weischer et al., 
2013). Sin embargo, los resultados obtenidos son contradictorios, ya que la presencia de 
acortamiento telomérico será sinónimo de mejor o peor pronóstico dependiendo del tipo 
tumoral estudiado.  
 
Nuestros resultados revelaron que la presencia en los tejidos tumorales de telómeros 
extremadamente reducidos, concretamente, de longitudes inferiores a 2.86 kb, se asocia-
ba con un significativo peor pronóstico clínico de los pacientes. Los conocimientos sobre 
la influencia de la función telomérica en el cáncer gástrico son escasos, y no se pudo 
comparar este resultado con ningún estudio similar, por lo que sería una afirmación muy 
preliminar asegurar el uso de la longitud telomérica como variable de pronóstico en los 
tumores gástricos; sin embargo, puede resultar útil para ayudar a la clasificación de los 
pacientes. 
 
El gradual acortamiento telomérico que se observa en las etapas iniciales de la carci-
nogénesis gástrica, provoca la desprotección de los extremos de los cromosomas de las 
células, como se refleja con la disminución de la expresión génica de los factores de unión 
al telómero TRF1 y TRF2, determinada en nuestra población de tumores gástricos. El gru-
po de pacientes que mostraron un peor pronóstico clínico en función de la longitud te-
lomérica, presentaba tumores con telómeros críticamente acortados, de longitudes infe-
riores a 2.86 kb, y una disminución más acusada de la expresión génica de ambos factores 
de unión a los telómeros. Como se ha visto en varios estudios, tanto in vitro como in vivo, 
en los que se han delecionado TRF1 y TRF2 (Celli y Lange, 2005; Okamoto et al., 2008; 
Martínez et al., 2009), su falta se traduce en un aumento de la inestabilidad genómica, y 
en el desarrollo de tumores más agresivos. Además, los bajos niveles de expresión de 
TRF1 y TRF2 se encontraban correlacionados con un aumento de la actividad telomerasa, 
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Respecto al estudio particular de la función telomérica en los tumores con alta ines-
tabilidad en microsatélites, éste reveló que el acortamiento telomérico en este tipo tumo-
ral era más acusado, y que la reactivación de la telomerasa se producía en la totalidad de 
los casos. Sin embargo, ninguno de estos factores demostró tener influencia en el dife-
rente pronóstico clínico conferido por los tumores con alta inestabilidad en microsatélites, 
respecto a los tumores de baja inestabilidad o estables.  
 
El mantenimiento de la longitud telomérica requiere de un delicado equilibrio entre 
acortamiento y elongación, en el que participan multitud de factores relacionados con los 
telómeros. Durante la carcinogénesis, el mantenimiento de la estructura telomérica y su 
función depende de la interacción entre la longitud del telómero, las proteínas teloméri-
cas, la entrada en escena de la telomerasa, y multitud de factores relacionados con los 
telómeros. Tras el acortamiento telomérico, al alcanzar una longitud crítica, el correcto 
funcionamiento de cada uno de ellos inclinará la balanza hacia la entrada en senescencia 
de las células dañadas, o bien, hacia una continua proliferación, favoreciendo la inestabi-
lidad genómica y la progresión tumoral. 
 
Las proteínas del complejo shelterin se encargan de regular la longitud telomérica y 
proteger la estabilidad de la estructura telomérica. El estudio de expresión génica de las 
proteínas de unión al telómero, TRF1 y TRF2, sí reveló diferencias entre los tumores gás-
tricos con alta inestabilidad en microsatélites y los de baja o nula inestabilidad. La dismi-
nución de la expresión de ambos factores era mucho más acusada en el caso de los tu-
mores MSI-H. Por otro lado, el estudio de los niveles de transcripción telomérica median-
te la cuantificación de las moléculas de ARN telomérico (TERRA) en ambos tipos tumora-
les, también reveló que en los tumores gástricos con alta inestabilidad en microsatélites, 
los niveles de TERRA eran significativamente inferiores.  
 
Una posible explicación de cómo estas diferencias podrían ser las causantes del me-
jor pronóstico observado en los pacientes con tumores gástricos con alta inestabilidad en 
microsatélites, es que durante la replicación telomérica se produce una desprotección 
transitoria de los telómeros, y una serie de cambios epigenéticos, que conducen a la he-
terocromatina telomérica a un estado “abierto” que favorece la transcripción del ARN 
telomérico (TERRA). Reguladores transcripcionales como p53, pueden interaccionar con la 
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 proteína MLL (KMT2A, Lysine (K)-specific methyltransferase 2A), y reclutar o activar este 
complejo proteico en los telómeros, induciendo la metilación de H3K4, favoreciendo la 
acetilación de H3K16 y, en última instancia, contribuyendo a la activación de TERRA (Cas-
lini et al., 2009).  
 
En los tumores gástricos MSI-H, nuestros resultados indican que los niveles de expre-
sión génica de las proteínas de unión a telómeros, TRF1 y TRF2, se encuentran disminui-
das, generando un estado de desprotección del telómero permanente. En este caso, los 
mecanismos de reparación del ADN y el complejo MRE11, encargado de la regulación de 
los puntos de control del ciclo celular y de reparar el ADN (Deng et al., 2009a), reconocen 
a los telómeros como ADN dañado y ponen en marcha la transcripción de TERRA, a través 
del complejo MLL/p53. El aumento en la transcripción de TERRA, favorecería la estabilidad 
de la cromatina telomérica, y devolvería los telómeros a un estado de protección tras la 
replicación, pudiendo continuar con la proliferación celular (Caslini, 2010).  
 
En el caso de los tumores gástricos con alta inestabilidad en microsatélites, se han 
descrito mutaciones por deleción de una o dos bases en una secuencia de poly(T) en 
MRE11, que lleva a una disminución de la expresión y funcionalidad del complejo 
MRE11/RAD50/NBS1 (Giannini et al., 2004; Ottini, 2004). Si este complejo no se encuentra 
funcional, la transcripción de TERRA no sería activada, y el estado de desprotección se 
convertiría en permanente, lo que provocaría la activación de los mecanismos de respues-
ta al daño en el ADN, que activarían las vías mediadas por p53/p21, llevando a la célula a 
un estado de senescencia. De esta forma, se estaría limitando la progresión tumoral, ya 
que las células dañadas no conseguirían continuar proliferando. 
 
Por último, se realizó una aproximación al estudio del degradoma tumoral implicado 
en el desarrollo del cáncer gástrico. Los tumores gástricos son agresivos, altamente inva-
sivos y generan recidivas en un porcentaje elevado de los casos diagnosticados. Las pro-
teasas son enzimas que median en la proteólisis, relevantes en procesos como la angio-
génesis, la invasión y la metástasis de las células tumorales. El estudio de 31 proteasas 
con importancia en este tipo de procesos, reveló la sobre-expresión en los tumores gás-
tricos, de 14 de las 31 proteasas analizadas, reflejando así su papel en la progresión del 
cáncer gástrico.  
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Así mismo, un estudio comparativo de la expresión de estas proteasas en los tumores 
gástricos con inestabilidad en microsatélites respecto a los tumores gástricos con baja o 
nula inestabilidad, demostró que en los tumores clasificados como MSI-H, la expresión de 
28 de las 31 proteasas analizadas se encontraba fuertemente disminuida y, de forma sig-
nificativa, para seis de ellas: ADAM15, ADAM23, DHH, SHH, HTRA-2 y el inhibidor de me-
taloproteasas, TIMP2. Por lo tanto, los procesos de invasión y metástasis se encuentran 
reprimidos en el caso de los tumores con alta inestabilidad en microsatélites, dando lugar 
a un menor grado de invasión ganglionar, ausencia de metástasis y, en definitiva, tumores 
menos agresivos. Estos resultados las hacen firmes candidatas a ser consideradas dianas 


























1. La inestabilidad en secuencias microsatélite se asocia con un pronóstico clí-
nico favorable en cáncer gástrico, de forma independiente del estadio tumo-
ral. 
 
2. Los tumores gástricos con alta inestabilidad en secuencias microsatélite se 
relacionan, de forma significativa, con un menor grado de invasión ganglio-
nar. 
 
3. Los tumores gástricos de tipo histológico intestinal están significativamente 
asociados con una menor longitud telomérica y un mayor grado de acorta-
miento telomérico, con respecto al tejido no tumoral. 
 
4. El acortamiento telomérico se relaciona significativamente con el estadio 
tumoral en cáncer gástrico, siendo los tumores de estadios más tempranos 
los que presentan un mayor grado de acortamiento de los telómeros, con 
respecto a los tejidos control. 
 
5. Los tumores gástricos que presentan un menor grado de invasión muestran 
un acortamiento telomérico superior a los tumores gástricos con mayor ca-
pacidad invasiva. 
 
6. Una longitud telomérica media tumoral inferior o igual a 2.86 kb se asocia 
con una evolución clínica desfavorable de los pacientes afectados de cáncer 
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5.1   CONCLUSIONES 
 
 
7. Los tumores gástricos con alta inestabilidad en microsatélites presentan una 
disminución significativa de los niveles de expresión génica de TRF1 y TRF2, 
y una disminución de los niveles de ARN telomérico (TERRA), con respecto a 
los tumores con baja o nula inestabilidad en microsatélites. 
 
8. Los niveles de expresión génica de las proteasas ADAM12, ADAMTS18, 
MMP3, MMP7, MMP9, MMP13, CASP5, KLK6, KLK10, SERPINE-1, y TIMP1, im-
plicadas en los mecanismos de invasión y metástasis del cáncer gástrico, se 
encuentran incrementados, de forma significativa, en la población tumoral 
analizada. 
 
9. En los tumores gástricos con inestabilidad en microsatélites, la expresión de 
las proteasas ADAM15, ADAM23, DHH, SHH, HTRA-2 y TIMP2 se encuentra 
disminuida significativamente en comparación con los tumores gástricos 





La inestabilidad en secuencias microsatélite y la función telomérica pueden conside-
rarse parámetros moleculares con utilidad clínica en la evaluación del pronóstico de pa-
cientes afectados de cáncer gástrico. Concretamente, los pacientes con tumores gástricos 
con alto grado de inestabilidad en microsatélites muestran un mejor pronóstico clínico, y 
la presencia en los tumores de telómeros con longitudes críticas es indicativa de una evo-
lución clínica desfavorable. Sin embargo, en cáncer gástrico, el acortamiento no crítico de 
los telómeros está relacionado con variables de pronóstico favorable. 
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STUDY OF TELOMERE FUNCTION AND INVASION-RELATED MOLECULES IN GASTRIC 




Gastric cancer (GC) remains as one of the most common cancers in developed countries      
although its incidence and mortality rates have steadily declined in the last fifty years (1). The de-
velopment of gastric adenocarcinoma is a complex multistep process involving numerous genetic 
alterations. Gastric cancer development proceeds through three diferent molecular pathways: the 
chromosomal instability (CIN) pathway, the mutator phenotype (or microsatellite instability path-
way, MSI) pathway and the CpG island methylator phenotype (CIMP) pathway (2). The mutator 
phenotype pathway is characterized by frequent mutations in regions of the DNA containing mi-
crosatellite sequences. Microsatellite stable tumours or tumours with low levels of microsatellite 
instability (MSS/MSI-L) develop through the CIN pathway, whereas the tumours with high mi-
crosatellite instability (MSI-H) are considered to develop through the mutator phenotype carcino-
genic pathway. For the latter, the genes of the mismatch repair (MMR) system are damaged, thus 
the repair of DNA base mismatches is compromised. Primary alterations in MMR genes cause a 
considerable accumulation of mutations in microsatellite sequences (3). However, the role of the 
mutator phenotype carcinogenic pathway in gastric carcinogenesis, tumour progression and pa-
tient survival remains to be determined.  
 
On the other hand, the role of telomeres and telomerase in the initiation and progression of 
some human cancers has been extensively evaluated. It has been suggested that telomere dysfunc-
tion is an important mechanism of genetic instability (4). Many oncogenes, tumour suppressor 
genes and apoptosis-related genes are involved in the multistage carcinogenesis of GC. However, 
the involvement and prognostic importance of telomere structure and function has not yet been 
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The aims of the work developed during the course of this thesis are listed below: 
 
1. Determination of the clinicopathological features of gastric tumours with microsatellite    
instability and the potential impact on the clinical prognosis of microsatellite instability.  
 
2. Analysis of telomere length role, telomerase activity and expression of telomere related 
factors in the development of gastric cancers and their implication in the clinical prognosis. 
 
3. Evaluation of the involvement of telomere function in gastric cancers with and without mi-
crosatellite instability.  
 
4. Investigation of proteases involved in gastric tumours progression. 
 
Materials and methods 
 
This study was carried out in 85 primary sporadic gastric adenocarcinoma samples obtained 
from patients who had undergone surgery at San Carlos Hospital in Madrid, Spain. Non-tumour 
tissues from the same patients were used as controls. Gastric adenocarcinomas were classified by 
anatomic site as proximal or distal, and by histological phenotype as intestinal, diffuse, or 
mixed/unclassifiable according to Lauren’s classification. The stage of tumour was established   
according to the TNM classification. Five years   follow-up data and the clinicopathological charac-
teristics of each patient were obtained from Hospital records. The MSI status was determined with 
MSI Analysis System Version 1.2 (Promega, USA), which included BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 
and MONO-27 as markers. According to the microsatellite instability status, samples with instability 
in two or more of these   markers are defined as MSI-High (MSI-H), whereas those with one unsta-
ble marker are designated as MSI-Low (MSI-L). Samples with no detectable alterations are         
MSI-Stable (MSS). 
 
We evaluated telomere function in tumours and control tissues by analyzing telomerase activi-
ty and telomere length. The former was established using the TRAP (Telomeric Repeat Amplification 
Protocol) assay; and the latter using the terminal restriction fragment (TRF) length method. The TRF 
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 length ratio (T/N ratio) was defined as the relation between telomere lengths in tumour and their 
corresponding non-tumour sample for each patient. Telomere repeat binding factors 1 and 2 (TRF1 
and TRF2) expression levels were evaluated by Real Time Quantitative PCR (qRT-PCR) using Taq-
Man® probes (FAM TM dye-labeled TaqMan® MGB probes, Applied Biosystems, USA), following 
manufacturer´s instructions. For quantification of genes expression, the target genes values were       
normalized to the expression of the endogenous reference (GAPDH). The comparative threshold 
cycle (Ct) method was used to calculate the relative expression. This quantification is given by a 
relative quantification value (RQ), being RQ = 2^-∆∆Ct (∆∆Ct = ∆Ct tumour sample - ∆Ct non-tumour sample); 
(∆Ct = Ct gene - Ct endogenous gene). Transcript levels of total telomeric RNA (TERRA) were measured by 
Real Time Quantitative PCR with SYBR Green® and relative quantities (RQ) were determined in rela-
tion to the levels of 36B4 and to the levels found in control tissue samples according to Pfaffl´s 
method. Gene expression of 31 proteases implicated in progression and metastasis of GC was de-
termined by Real Time Quantitative PCR using TaqMan® Array Micro Fluidic Cards (Life Technolo-
gies, USA),  following manufacturer´s instructions.  
 
Group-oriented curves for disease-free survival (DFS) were calculated according to the Kaplan-
Meier method considering microsatellite instability, telomere length, T/N ratio and telomerase ac-
tivity. Only patients who had undergone potentially curative surgery were considered. Multivariate 
analysis was performed using the Cox proportional hazard model to identify significant predictors 
of survival. Cutoff Finder web application was used to determine optimal cutoff values (4). IBM SPSS 




The results obtained in this thesis showed that 18.1% of tested gastric cancers displayed high 
microsatellite instability and 81.9% were MSI-L/MSS. After the Kaplan-Meier analysis, the patients 
with MSI-H gastric tumors displayed significantly better prognosis than patients with MSI-L/MSS 
gastric cancers (p = 0.030). In addition, microsatellite instability proved to be an independent prog-
nostic marker in multivariate analysis (MSI-L/MSS vs. MSI-H, RR = 4.862, p = 0.033).  
 
We analyzed telomerase activity and telomere length in tumour samples and controls. A posi-
tive telomerase activity was determined in 77.6% of tumour samples, the remaining 22.4% dis-
played negative telomerase activity. Telomere length in tumour tissue samples was significantly 
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shorter than in non-tumoral adjacent tissues: 5.25 ± 0.28 kbp and 5.96 ± 0.23 kbp, respectively (p = 
0.001). The mean T/N ratio was 0.92 ± 0.04 kbp (mean ± standard error). The optimal cutoff point 
for the mean tumor telomere length telomere length was 2.86 kbp. The patients with a mean tumor 
telomere length ≤ 2.86 kbp experienced a significantly worse clinical evolution compared to the 
patients whose mean tumour telomere length was > 2.86 kbp (p = 0.015). Telomere length also 
proved to be an independent prognostic marker in multivariate analysis (TRF T ≤ 2.86 kbp vs. TRF T 
> 2.86 kbp, RR = 4.017, p = 0.003). Telomerase activity showed no significant association with pa-
tients prognosis (p = 0.476). We considered two groups according to MSI status for establishing 
differences in relation to telomere function. Overall, MSI-H tumours had shorter telomeres than 
MSI-L/MSS tumours, without significant differences (4.66 ± 0.54 kbp vs. 5.37 ± 0.32 kbp; p = 0.414). 
Moreover, 100% of tumours with MSI-H displayed positive telomerase activity, whereas this feature 
was detected in 72.1% of MSI-L/MSS gastric cancers (p = 0.020). Additionally, we performed a 
prognostic analysis considering tumour telomere length depending on microsatellite instability 
status which showed that tumour telomere length shorter than 2.86 kbp was a worse prognostic 
factor in both types of gastric cancer (p = 0.047).  
 
On the other hand, we developed an analysis of TRF1 and TRF2 expression, and quantitative 
levels of TERRA in a subgroup of 50 samples of GC and their corresponding control tissues. TRF1 
and TRF2 expression was disminished in tumours as compared to control tissue samples (RQ values: 
0.72 ± 0.11 for TRF1 and 0.55 ± 0.05 for TRF2), statistically significant differences were found for 
both genetic expression levels compared to the control tissues samples (p < 0.001 for both). In 
addition, results indicated a significant increase in TERRA levels in tumour samples compared to 
non-tumour samples (p = 0.043). 
 
Additionally, we compared the expression levels of TRF1 and TRF2 between MSI groups. RQ 
values for TRF1 and TRF2 were 0.39 ± 0.11 and 0.34 ± 0.04 in MSI-H tumours and 0.82 ± 0.13 and 
0.62 ± 0.06 in tumours classified as MSI-L/MSS. Our data showed a significantly lower expression of 
TRF1 and TRF2 genes in MSI-H tumours than MSI-L/MSS cancers (p = 0.008 and p = 0.006, respec-
tively). TERRA levels determined in MSI-H tumours were 1.04 ± 0.24, and 4.93 ± 1.87 in   MSI-L/MSS 
tumours. The difference between both groups was statistically significant (p = 0.046). Therefore, our 
results showed a significant decrease in the levels of TERRA in gastric tumours with MSI-H com-
pared to tumours with MSI-L/MSS. Finally, the study of proteases involved in invasion and metasta-
sis of gastric cancer, demostrated an overexpression of ADAM12, ADAMTS18, MMP1, MMP3, MMP7, 
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 MMP9, MMP13, CASP5, CTSB, KLK6, KLK10, UCHL, SERPINE-1, and TIMP1 in tumour tissues in rela-
tion to control tissues. In addition, we detected significant differential expression values between 
MSI-H and MSI-L/MSS gastric tumours for ADAM15, ADAM23, DHH, SHH, HTRA-2 and TIMP2 (p = 
0.003, p = 0.003, p = 0.023, p < 0.001, p = 0.034, p = 0.002, respectively). Transcriptional expression 




Microsatellite instability and telomere function could be considered as molecular markers with 
clinical useful for determining the prognosis of gastric cancer patients. In particular, the patients 
with MSI-H tumours showed a better clinical prognosis. A poor clinical evolution was found in the 
patients with critical telomere lengths in the tumour. However, a high rate of telomere shortening 
in gastric tumours is related with clinicopathological features of good prognosis. Moreover, we 
showed that MSI-H gastric tumours are associated with lower expression of TRF1 and TRF2, and 
lower levels of telomeric RNA (TERRA). MSI-H gastric tumors are also associated with a lower ex-
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Prognostic value of telomere function in gastric cancers with
and without microsatellite instability
Irene Pascuaa, Tamara Fernández-Marceloa, Andrés Sánchez-Pernauteb,
Carmen de Juana, Jacqueline Heada, Antonio-José Torres-Garcíab and
Pilar Iniestaa
Objective To identify molecular markers that may be
useful in the selection of gastric cancer patients with
different prognoses, we investigated telomere function
in gastric cancers with and without microsatellite
instability (MSI).
Materials and methods We analyzed 83 gastric cancers
and its paired-normal tissues to investigate MSI and
telomere function. MSI was established using five
polymorphic human repeat DNA markers. Telomere function
was evaluated by determining telomerase activity, telomere
length, and telomere-repeat factors 1 and 2 (TRF1 and
TRF2) expression.
Results Patients with high microsatellite instability (MSI-H)
gastric cancers showed a significantly better prognosis than
those affected by microsatellite stable or low microsatellite
instability (MSS/MSI-L) tumors (P=0.03). The lowest
expression levels of TRF1 and TRF2 were associated with
MSI-H gastric cancers (P=0.008 and 0.006, respectively).
Moreover, a clear trend toward a worse prognosis was found
in the group of patients who had tumors with the shortest
telomeres (P=0.01). Cox multivariate analysis showed that
MSI emerged as a protective prognostic factor; MSS/MSI-L
tumors conferred a significantly poor prognosis in patients
(relative risk=4.862-fold greater than the MSI-H group)
(P= 0.033). Telomere length of gastric tumors less than
2.86 kbp was a factor that led to a poor prognosis (relative
risk= 4.420, with respect to tumors showing telomere
length≥2.86 kbp) (P=0.002).
Conclusion We propose telomere status as a potential
molecular marker with usefulness in the establishment
of the prognosis of gastric cancers both for the mutator
phenotype and for the suppressor pathway. Eur J
Gastroenterol Hepatol 27:162–169 © 2015 Wolters Kluwer
Health | Lippincott Williams & Wilkins.
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Introduction
Gastric cancer (GC) remains one of the most common
cancers and although its incidence and mortality rates
have been decreasing steadily, the absolute number of
new cases is actually increasing because of the aging
population [1]. Approximately 95% of GC are adeno-
carcinomas, which have been classified by anatomic site
as proximal cancers or distal cancers in epidemiological
studies [2] and by histological phenotype as intestinal
type, diffuse type, and mixed/unclassifiable according to
Lauren’s classification [3]. Patients with proximal GC
have a poorer survival independent of the Tumor, Node,
Metastasis staging system (TNM stage) [4].
The development of gastric adenocarcinoma is a complex
multistep process involving multiple genetic alterations.
Most GC show genetic instability, either microsatellite
instability (MSI) or chromosomal instability (CIN).
Molecular studies of alterations of single genes have
provided evidence that intestinal-type and diffuse-type
GC evolve by different genetic pathways. Moreover,
alterations in multiple single genes and complex copy
number and gene expression profiles have been identi-
fied in GC over the last two decades. However, their
significance in gastric carcinogenesis, tumor progression,
and patient survival remains to be determined [1].
Two major carcinogenic pathways were initially described
in colorectal cancer (CRC): the suppressor phenotype
pathway, which constitutes 80% of sporadic CRCs; this
group of tumors shows the CIN phenotype. The mutator
phenotype pathway represents most cases of hereditary
nonpolyposis colorectal cancer and nearly 13% of all cases
of sporadic CRC. In this case, genes of the mismatch repair
(MMR) system undergo alterations that affect their role in
the repair of DNA base mismatches. Primary alterations in
MMR genes lead to a huge accumulation of mutations in
microsatellite sequences and short-tandem repeat sequen-
ces widespread throughout the genome. Therefore, MSI is
a form of genetic instability characterized by new alleles not
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